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Introduction 
 
 
 Les matériaux en contact avec des fluides biologiques sont exposés à de nombreux 
microorganismes (bactéries, levures…) et à des macromolécules telles que les protéines. Ces 
différentes entités peuvent s’adsorber et/ou adhérer sur une surface et la coloniser. Lorsque les 
microorganismes impliqués sont pathogènes, les dangers pour la santé humaine sont 
nombreux : de l’infection intestinale (causée par exemple par Salmonella) à la maladie 
nosocomiale (causée par exemple par Staphylococcus aureus) en passant par la listériose 
(causée par Listeria monocytogenes). Néanmoins, lorsque les bactéries sont non pathogènes, 
la colonisation de la surface par ces bactéries peut être utile. Il s’agit par exemple de 
l’utilisation de Brevibacterium linens ou de Staphylococcus xylosus dans les salles d’affinage 
des fromageries (ces bactéries rendent la croûte de certains fromages rouge et odorante). 
 
 Différents types de traitements de surface sont utilisés pour maîtriser la colonisation 
et/ou éradiquer les bactéries pathogènes. Parmi les différentes stratégies possibles 
d’élaboration de surfaces à effet antiadhésif, la fonctionnalisation des surfaces s’est fortement 
développée. Leur efficacité (i.e. l’impact de la biocontamination) est alors évaluée par : 
- le dénombrement des bactéries au moyen des techniques microbiologiques, de la 
microscopie de fluorescence ou de la microscopie électronique à balayage (MEB). 
- La mesure des forces d’interactions entre les bactéries et ces surfaces par des mesures 
en microscopie à force atomique (AFM). 
Néanmoins, les résultats expérimentaux ne sont pas toujours à la hauteur des espérances. Ceci 
s’explique par la complexité du monde bactérien, la grande diversité des surfaces développées 
mais également par le manque de caractérisation à l’échelle moléculaire de la surface en 
interaction avec les bactéries. 
 
 Dans ce travail, nous nous sommes intéressés à l’étude de la biocontamination par des 
bactéries Lactococcus lactis en présence et en l’absence de protéines, d’une surface organisée 
composée d’une monocouche autoassemblée (SAM) hydrophobe d’OctaDécaneThiol (ODT), 
qui est constitué d’une chaîne aliphatique de groupes méthylènes, terminée par un groupe 
méthyle d’un côté et par une fonction thiol de l’autre, cette dernière lui permettant de se 
greffer sur une surface d’or. La motivation de cette recherche est la compréhension des 
processus moléculaires à l’interface substrat – biomolécules qui permettrait d’optimiser la 
fabrication et la fonctionnalisation de surfaces pour limiter l’adhésion bactérienne et/ou 
faciliter l’éradication des cellules adhérentes. 
Dans ce contexte, la spectroscopie vibrationnelle de Génération de Fréquence Somme 
(SFG) apparaît comme la technique la mieux adaptée à comprendre fondamentalement 
l’interaction entre les bactéries et une surface à l’échelle moléculaire. Il s’agit d’une technique 
basée sur l’optique non linéaire du second ordre permettant de sonder spécifiquement des 
surfaces et interfaces ordonnées. Le principe consiste à envoyer sur l’échantillon un faisceau 
visible et un faisceau infrarouge accordé aux longueurs d’onde des vibrations des molécules 
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de la surface (ici celles des liaisons C–H  des groupements méthylènes et méthyles de la SAM 
d’ODT). Le spectre SFG obtenu permet d’obtenir quantitativement après déconvolution et 
modélisation, la conformation des molécules en fonction de leur environnement biochimique.  
Bien qu’il s’agisse d’une technique appliquée depuis une vingtaine d’années à l’étude de 
surfaces organiques ou inorganiques exposées à l’air ou sous ultravide, l’émergence des 
recherches pluridisciplinaires cette dernière décennie en fait un outil de plus en plus utilisé 
pour l’étude de surfaces en contact avec des milieux biologiques (ADN, protéines). En effet, 
la spectroscopie SFG présente des avantages certains pour la biologie : 
- pas de destruction des échantillons biologiques 
- obtention de spectres SFG dans des conditions in situ. 
- pas de nécessité de modifier les biomolécules avec un marqueur photosensible (une 
nécessité rencontrée avec la plupart des techniques optiques telles que la microscopie 
de fluorescence). 
 
 Le choix de la surface de la SAM d’ODT s’avère être prometteuse comme support 
pour étudier l’adhésion bactérienne car il s’agit d’une surface structurée en « brosse » (i.e. 
ayant des propriétés susceptibles de limiter l’adhésion bactérienne par sa structure en bras 
« espaceurs » entre les bactéries et la surface) et donnant lieu à un fort signal SFG. 
 
 Au cours de cette thèse, nous nous sommes attachés à compléter les connaissances 
actuelles sur l’adhésion bactérienne grâce à l’originalité de la spectroscopie SFG et à en 
déduire certains facteurs régissant l’adhésion sur une surface fonctionnalisée, incluant le rôle 
des protéines. Cette étude utilise principalement la spectroscopie SFG, à notre connaissance 
réalisée pour la première fois, sur des surfaces en contact avec des bactéries. D’autres 
techniques complémentaires, telles que la microscopie de fluorescence, la microscopie à force 
atomique, la microscopie électronique à balayage, la mesure d’angles de contact, la mesure de 
la charge portée par les bactéries ou le dénombrement des cellules adhérentes viables 
cultivables ont été également utilisés afin de caractériser au mieux le support, le matériel 
biologique (bactéries et protéines) et interpréter les données SFG. 
 
 Ce travail se situe à l’interface de la chimie, de la physique, de la microbiologie et 
s’articule autour de deux grands axes (Figure 1) : 
- fonctionnalisation et détermination de la conformation de la SAM d’ODT par 
spectroscopie vibrationnelle SFG et modélisation 
- étude de la biocontamination (on entend à la fois la contamination par les 
protéines, présentes dans les fluides biologiques environnants, et par les bactéries : 
adhésion bactérienne et adsorption protéique) sur la SAM d’ODT par 
spectroscopie SFG et microscopie confocale associées aux méthodes physico-
chimiques précédemment citées. 
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Figure 1 : Pluridisciplinarité de ce travail de thèse. 
 
Pour atteindre l’objectif de la thèse, mon travail de recherche se décompose comme suit : 
 
- dans une première partie, le monde bactérien, l’adhésion bactérienne et 
l’adsorption protéique sont décrits puis un état de l’art de la recherche menée sur 
l’adhésion bactérienne sur des surfaces fonctionnalisées est présenté. 
 
- dans une seconde partie, nous décrirons la fabrication de la SAM d’ODT et sa 
caractérisation multi-échelle. La microscopie à force atomique et les mesures 
d’angles de contact permettront de caractériser la qualité et l’homogénéité de la 
SAM d’ODT aux échelles macroscopique et microscopique. La caractérisation 
moléculaire (i.e. la conformation des molécules d’ODT) sera obtenue par la 
spectroscopie vibrationnelle SFG. J’insisterai sur la déconvolution des spectres 
expérimentaux SFG et la modélisation que j’ai fait évoluer afin d’obtenir une 
analyse rigoureuse et complète des informations pouvant être obtenues à partir de 
ces spectres. 
 
- dans une troisième partie, on étudiera le biofouling (i.e. l’encrassement biologique) 
des surfaces SAM par deux souches de Lactococcus lactis, puis par les protéines 
modèles d’Albumine de Sérum Bovin (BSA pour Bovin Serum Albumin) et enfin 
par les bactéries en présence de protéines. 
 
 
Les surfaces fonctionnalisées :
l’ODT SAM
L’optique non linéaire : 
la spectroscopie SFG
Le monde bactérien :
l’adhésion bactérienne sans ou en 
présence de protéines
formation de biofilm
L’adhésion bactérienne sondée 
à l’échelle moléculaire
- Fonctionnalisation de la surface
- Caractérisation
- Déconvolution des spectres SFG 
- Interprétation des spectres SFG
- Robustesse de l’analyse spectrale
- Caractérisation du biofouling sur l’ODT SAM
- Interprétation des processus biologiques
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Dans cette troisième partie, je décrirai également un certain nombre de méthodes 
microbiologiques permettant de caractériser les biosystèmes : 
- détermination des caractéristiques physico-chimiques des bactéries et des protéines 
par mesures de charge (zétamétrie), détermination du caractère hydrophobe / 
hydrophile des parois bactériennes par un test de partage (méthode de l’adhésion 
microbienne aux solvants), etc… 
- caractérisation de l’adhésion bactérienne par microscopie électronique à balayage 
et microscopie de fluorescence 
- caractérisation de l’adsorption protéique par mesures d’angle de contact 
- … 
Les protocoles d’adhésion bactérienne et d’adsorption protéique sur la SAM d’ODT que j’ai 
mis au point afin d’obtenir des adhésions / adsorptions homogènes seront décrits ainsi que les 
précautions à prendre lors des expériences SFG réalisées en milieux aqueux.  
 
 L’impact de la biocontamination sur la SAM d’ODT sera discuté suite à l’analyse et la 
modélisation des spectres SFG que j’ai adapté aux milieux solvatés et à l’étude des forces 
d’adhésion des bactéries sur la surface par microscopie confocale de fluorescence. Cette étude 
permettra de proposer des mécanismes d’adhésion bactérienne sans et en présence de 
protéines BSA : lorsque ces protéines sont déjà présentes sur la SAM (BSA « coating ») ou 
lorsqu’elles sont présentes au sein de la suspension bactérienne. 
 
 
 L’ensemble de cette thèse a fait l’objet d’une collaboration très étroite entre l’équipe 
Surfaces, Interfaces : Réactivité et Nanostructuration (SIREN), l’équipe Biophysique et 
Biophotonique de l’Institut des Sciences Moléculaires d’Orsay et l’équipe Bioadhésion, 
Biofilms et Hygiène des Matériaux de l’Institut MICALIS (UMR 1319 INRA-
AgroParisTech-Massy). 
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I – L’adhésion bactérienne : état de l’Art 
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I – 1 – Le monde bactérien  
 
I – 1 – 1 : Diversité du monde bactérien  
 
 Les bactéries sont des cellules procaryotes (i.e. sans noyaux) naturellement présentes 
dans notre environnement, en suspension dans des fluides plus ou moins complexes (air ou 
liquide), à l’état planctonique (i.e. les bactéries sont libres) ou « fixées » sur une surface 
biotique ou abiotique. Les habitats naturels des bactéries sont ainsi très variés : du sol à 
l’aliment, de l’organisme humain aux sites industriels (Figure 2).  
 
 
Figure 2 : A. Exemples d’habitats colonisés par des bactéries dans la vie quotidienne (Montana State 
University Center for Biofilm Engineering). B : Implants médicaux contaminés dans le corps humain 
(Montana State University Center for Biofilm Engineering). C. Colonisation du métal d’un climatiseur 
par des bactéries amenées par l’eau au bout de 2 semaines (1). D. Plaque dentaire causée par trois 
types de bactéries différentes (2). 
 
 Le monde bactérien en lui-même présente également une importante diversité. La 
nature de la bactérie diffère par : 
- sa forme : sphérique, ovale, en bâtonnet, en filament, etc… (Figure 3.A), (3)  
- sa taille allant de quelques microns à la centaine de microns (Figure 3.B), (4) 
- la composition de son enveloppe : type Gram positif ou Gram négatif (Figure 4.A 
et Figure 4.B respectivement), présence ou non de capsules, de protéines favorisant 
l’adhésion des bactéries sur des surfaces (fimbriae, adhésines…) (2)  
- la présence éventuelle d’appendices : flagelles, pilis, curlis (appendices composés 
de fibres flexibles), etc… aidant à la motilité des bactéries, c’est-à-dire leur 
capacité de mouvement sur les surfaces ou dans les liquides (Figure 4.C) 
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- les nutriments nécessaires au développement des cellules : type aérobie ou 
anaérobie, c’est-à-dire besoin de dioxygène ou non, besoin de glucose ou non, 
etc… 
- son mode de vie : individuelle ou en communauté.  
 
 
Figure 3 : A. Diversité morphologique des bactéries. B. Diversité de taille (de 0,5 µm à une centaine 
de microns de diamètre) et de forme chez les bactéries. Figure adaptée de (3) et (4). 
 
Figure 4 : A, B. Représentation schématique d’une paroi bactérienne A : d’une bactérie à Gram 
positif, B : d’une bactérie à Gram négatif. Le peptidoglycane est composé de glycanes reliées entre 
eux par des petites chaînes peptidiques, il forme un filet de mailles plus ou moins serrées. Dans le cas 
des bactéries à Gram négatif une membrane externe supplémentaire existe, composée de protéines et 
de lipopolysaccharides (LPS constitués d’une partie lipide et d’une partie polysaccharide). C : Images 
au microscope électronique de bactéries comportant à gauche des flagelles (appendices rotatoires de 
20 nm de diamètre et de 15-20 nm de long) et à droite des flagelles et des pilis (appendices de 2-3 nm 
de diamètre et de 5-7 nm de long). Figure adaptée de la source membres.multimania.fr et des 
références (2) et (5). 
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I – 1 – 2 : Les différents modes de vie des bactéries  
 
 Selon les conditions environnementales, une bactérie peut être présente dans deux  
états (6) :  
- l'état végétatif, durant lequel sont assurées des biosynthèses équilibrées permettant 
la croissance de la population bactérienne 
- l'état de repos, caractérisé par un minimum d'échanges avec le milieu extérieur 
assurant la survie bactérienne sans multiplication.  
 Chez les bactéries, la croissance peut se traduire par une augmentation du volume de la 
cellule bactérienne, mais elle conduit le plus souvent à une augmentation du nombre de 
cellules. Pour assurer sa croissance ou sa survie, une bactérie doit trouver dans son 
environnement de quoi satisfaire ses besoins nutritifs : substances énergétiques permettant à la 
cellule de réaliser la synthèse de ses constituants et substances élémentaires constitutives de la 
cellule. 
 Parmi les habitats possibles pour les bactéries, les surfaces (organiques ou 
inorganiques) sont les plus importantes car les nutriments s’y trouvent souvent en quantité 
beaucoup plus importante que dans un milieu liquide.  
 
 Dans le monde hospitalier ou agroalimentaire, la colonisation des surfaces par les 
bactéries est un véritable problème de santé publique. Par exemple, les infections 
nosocomiales (IAS : Infections Associées aux Soins générées, impliquant principalement les 
bactéries Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa) touchent 
environ 5% des personnes hospitalisées par an en France et causent quelques 4 000 décès par 
an (données de 2006, (7)) et les toxi-infections alimentaires ont touché 9901 personnes en 
France en 2010 dont une est décédée (8). Les bactéries ont en effet la capacité de s’adapter 
très facilement à leur environnement et d’en tirer le meilleur parti afin de se développer et de 
proliférer.  
 
 
I – 2 – Aspects mécanistiques de l’adhésion bactérienne, de la formation des biofilms et 
de l’adsorption protéique  
 
 Les bactéries présentes dans notre écosystème sont transportées vers la surface 
réceptrice sur laquelle elles peuvent adhérer par différents processus de transport (9) (10) : 
- la sédimentation due aux forces de gravité  
- les forces hydrodynamiques du fluide environnant  
- la diffusion aléatoire par mouvements browniens dus à l’agitation thermique  
- le mouvement propre et autonome des bactéries, qui en sont capables grâce à la 
présence de flagelles ou de pilis. 
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I – 2 – 1 : L’adhésion bactérienne  
 
 L’adhésion bactérienne sur une surface peut être décrite comme un processus en deux 
étapes successives :  
- une première étape physique, instantanée et réversible : c’est l’étape d’attachement 
des bactéries sur la surface. Les microorganismes vont pouvoir adhérer à la surface 
par des liaisons physicochimiques (interactions électrostatiques, de van der Waals 
ou hydrophobes lorsque les interactions sont gouvernées par l’entropie) et par des 
interactions liées au mouvement brownien (i.e. mouvements incessants et 
aléatoires en solution) (11). 
- une seconde étape non instantanée liée à la physiologie des bactéries (nécessitant 
que les liaisons créées entre les bactéries et la surface durant l’étape d’attachement 
soient maintenues et consolidées), irréversible du point de vue chimique et 
cellulaire. Elle consiste en une adaptation de la bactérie à la surface. 
En résumé, « l’adhésion bactérienne » est une situation dans laquelle la bactérie adhère à une 
surface par des interactions physico-chimiques, adapte sa physiologie et sa conformation.  
  
 Outre les caractéristiques propres des bactéries, l’adhésion bactérienne est influencée 
par de nombreux autres facteurs (9) (10). Parmi ceux-ci, figurent la nature de la surface du 
point de vue acido-basique au sens de Lewis et la présence éventuelle de charges, qui si elles 
existent jouent un rôle important par rapport aux simples forces de van der Waals qui sont 
plus faibles (12). Un autre facteur à prendre en compte est la rugosité de la surface : les 
irrégularités d’une surface, la présence de trous et l’augmentation de la porosité sont trois 
facteurs augmentant le nombre de bactéries adhérant à la surface (13).  
 
 L’environnement au sens large du terme, c’est-à-dire la température, le temps 
d’exposition, la présence d’antibiotiques, la concentration bactérienne et les conditions de flux 
sont également des facteurs influençant l’adhésion bactérienne. Le pH et la force ionique, en 
modifiant l’état de la surface (qui est plus ou moins hydrophobe, et plus ou moins chargée 
suivant le pH, influent par conséquent sur l’adhésion bactérienne (14). 
 
 Enfin, l’environnement de la surface peut au préalable « contaminer » la surface par 
des macromolécules adsorbées telles que des protéines et l’adhésion bactérienne est alors 
perturbée (l’aspect mécanistique de l’adhésion bactérienne en présence des protéines est 
discutée dans le paragraphe suivant). Ces protéines peuvent servir de nutriments pour les 
bactéries, elles peuvent être des récepteurs aux bactéries ou au contraire limiter l’interaction 
entre les bactéries et la surface (15). Par exemple, l’adhésion des bactéries Staphylococcus 
aureus sur une surface exposée au préalable au sérum protéique d’albumine bovin (16) est 
limitée alors que si la surface est exposée au sérum protéique de fibrinogène ou de 
fibronectine (déjà connus pour influencer l’adhésion de cellules eucaryotes sur une surface), 
ces protéines ont au contraire tendance à favoriser l’adhésion bactérienne sur la surface (17).   
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I – 2 – 2 : Effet de la présence des protéines sur l’adhésion bactérienne  
 
 Les protéines sont naturellement présentes sur les surfaces dès lors que celles-ci 
entrent en contact avec des fluides biologiques environnants (18). L’adsorption des protéines 
est donc un facteur important à prendre en compte lors de l’étude de l’adhésion bactérienne. 
Elle peut modifier les propriétés physico-chimiques de la surface, l’adhésion bactérienne (10) 
(9) et la diffusion des bactéries (19), la biodégradabilité, les fonctionnalités (échangeurs 
thermiques, résistance à l’écoulement de l’eau pour les embarcations en navigation, etc…), 
l’efficacité du nettoyage ou des processus de désinfection, la biocompatibilité des implants… 
La prise en compte de la présence des protéines est indispensable à la compréhension des 
interactions bactéries – surface dans un milieu naturel.  
 
Les protéines 
 
 Les protéines sont des édifices biologiques possédant différents niveaux 
d’organisation (Figure 5). Ces macromolécules sont constituées d’acides aminés. Il existe 20 
acides aminés (AA) naturels.  
 La composition chimique (nombre et pourcentage d’AA) et l’ordre d’enchaînements 
des AA (formation des liaisons peptidiques) constituent la structure primaire d’une protéine. 
La structure secondaire résulte de la formation de liaisons hydrogènes, ioniques, ou des ponts 
disulfures, qui déterminent localement la forme de la protéine. Deux types de structures 
secondaires prédominent : les hélices alpha (enroulement hélicoïdal) et les feuillets béta 
(enroulement en feuillets plissés). Elles sont reliées entre elles par des structures plus 
désordonnées ou des « turns ».  
 
 
Figure 5: Les différents niveaux d’organisation d’une protéine. La structure primaire correspond à 
celle de la protéine BSA. 
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 Enfin, l’organisation spatiale des structures secondaires dans l’espace tridimensionnel 
permet d’obtenir la forme finale de la protéine, dite structure tertiaire, dont la stabilité est 
assurée également par des liaisons hydrogènes, ioniques ou des ponts disulfures s’établissant 
entre les chaînes latérales des acides aminés. Les protéines les plus complexes ont un 
quatrième niveau d’organisation de leur structure appelé structure quaternaire. C’est le cas par 
exemple de l’hémoglobine. 
 
L’adsorption protéique 
 
 Les protéines peuvent adopter différentes structures tertiaires si elles sont en 
interaction avec d’autres molécules ou adsorbées sur une surface. En effet, la surface d’une 
protéine présente des groupements hydrophobes et hydrophiles, chargés positivement et/ou 
négativement, des régions polaires et apolaires. Différentes interactions auront donc lieu entre 
la protéine et la surface suivant leurs caractéristiques physico-chimiques respectives            
(cf. ci-dessous). Ceci peut amener à une dénaturation de la protéine (destruction de la 
structure tertiaire) ou à un changement de sa conformation au contact avec la surface (20) 
(21). 
Lorsqu’une protéine migre vers une surface, différentes interactions entre la protéine et la 
surface sont mises en jeu (Figure 6) (22) (23) : 
- des interactions électrostatiques qui peuvent conduire à la co-adsorption d’ions 
présents en solution afin d’optimiser l’énergie du système en neutralisant les 
charges portées par la surface et les protéines. 
 
- des interactions dispersives telles que les forces de London, toujours attractives 
mais dont l’intensité diminue avec la diminution de la taille des protéines et 
l’augmentation de la distance protéine-surface. 
 
 
- des interactions hydrophobes : dans le cas d’interactions avec un solvant 
hydrophile, les protéines en solution adaptent leur conformation afin d’enfouir les 
groupements apolaires et hydrophobes au cœur de la structure protéique tertiaire 
pour limiter les interactions défavorables entre ces groupements et les molécules 
d’eau. Dans le cas où la surface est hydrophobe, les protéines vont au contraire 
changer leur conformation afin de maximiser les interactions entre elles et la 
surface. Lorsque le solvant et la surface ont des polarités différentes, les protéines 
ont plus de chances de changer de conformation quand elles s’adsorbent (24).  
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Figure 6 : Vue schématique de l’adsorption d’une protéine. Figure adaptée de la Ref (25). 
 
 L’adsorption des protéines sur une surface (i.e. accumulation de protéines) conduit à la 
formation d’un film qui peut être « conditionnant », sub-, mono- ou multicouche. 
 
L’adhésion bactérienne en présence de protéines 
 
 Au sein de notre organisme, le taux de protéines dans le sang (appelé protéinémie) est 
compris entre 60 et 80 mg.mL-1 composé par les albumines (liées à la régulation de la 
pression dans les vaisseaux sanguins), les immunoglobulines du système immunitaire et 
d’autres protéines impliquées dans la coagulation du sang ou la réponse immunitaire. Les 
infections bactériennes surfaciques chez l’homme (notamment sur les implants) se produisent 
donc en présence de protéines.   
 
 Lorsque les surfaces sont recouvertes d’un film primaire de protéines, les interactions 
entre les bactéries et les surfaces vont être modifiées par rapport à leur interaction directe avec 
le support puisque les protéines n’ont aucune raison d’avoir les mêmes caractéristiques 
physico-chimiques que les surfaces originelles. Les protéines peuvent améliorer « l’ancrage » 
des bactéries sur la surface grâce aux interactions ligands-récepteurs ou acide/base de Lewis 
entre elles et les bactéries, ou au contraire limiter l’adhésion bactérienne par des interactions 
répulsives, le plus souvent électrostatiques (9) (16) (17) (26) (27) (28) (29) (30).  
 
 Les protéines de la surface peuvent aussi être un élément nutritif pour les bactéries, ce 
qui est de nature à modifier l’état de la surface par la métabolisation des protéines, avec une 
influence sur la poursuite de l’adhésion bactérienne mais aussi sur la prolifération des 
bactéries sur la surface.  
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I – 2 – 3 : Le biofilm  
 
 Suite à l’adhésion bactérienne, les bactéries peuvent proliférer et changer de mode de 
vie, formant une « communauté bactérienne », appelé biofilm bactérien (Figure 7), présent sur 
toutes les surfaces de notre quotidien (31) (32). Dans le biofilm, elles renforcent leur 
protection vis-à-vis des agents extérieurs et peuvent devenir par exemple beaucoup plus 
résistantes aux antimicrobiens. 
 
 
Figure 7 : Développement d’un biofilm bactérien sur une surface. Figure adaptée de (33), Montana 
State University Center for Biofilm Engineering.  
 
 Les bactéries adhérentes à la surface commencent d’abord par se multiplier (étape 2). 
A partir d’une certaine densité bactérienne, les bactéries vont excréter des polysaccharides, 
des protéines, de l’ADN ou des lipides (étapes 3 – 4). Ces différents composants vont former 
une matrice extracellulaire qui les relie entre elles et leur permet de « communiquer » : des 
micro-colonies bactériennes se forment. Cette matrice est très bien organisée : des canaux 
aqueux vont être créés afin d’apporter les différents nutriments ou l’oxygène aux bactéries par 
des diffusions sous l’effet de gradients de concentration. Ces canaux permettent également de 
faire circuler des molécules de signalisation (appelées « quorum sensing ») pouvant alerter les 
bactéries d’une « attaque extérieure » : les bactéries sont alors dans la capacité de réaliser des 
mutations physiologiques les prémunissant de l’agent attaquant. De plus, du matériel 
génétique pouvant accroître la résistance des cellules contre des hôtes hostiles peut aussi 
diffuser dans ces canaux. Enfin, les différentes micro-colonies vont se réunir pour former ce 
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qu’on appelle le biofilm mature, communément appelé biofilm bactérien (étape 5 – 6). En 
constant changement, l’état métabolique des bactéries dépend de leur localisation au sein du 
biofilm : les bactéries peuvent reprendre leur état planctonique afin de coloniser d’autres 
milieux (étape 7, Figure 7). 
 Différents processus physico-chimiques sont impliqués lors des différentes étapes de 
la maturation du biofilm. Par exemple, lors du développement du biofilm, la capacité des 
bactéries à excréter les composants nécessaires à la formation de la matrice extracellulaire 
joue un rôle important pour le caractère irréversible de l’adhésion et pour la cinétique de 
formation du biofilm.  
 
 Dans la nature, les biofilms sont en général hétérogènes, c’est-à-dire formés de 
plusieurs microorganismes : bactéries, levures, algues unicellulaires, etc… Les biofilms 
bactériens pathogènes qui se développent sur des surfaces sont à l’origine de problèmes 
sanitaires graves en milieux hospitalier et industriel (contamination des implants, légionellose 
dans les canalisations d’eau, etc…) qui justifient la recherche active actuellement développée 
pour remédier au problème. 
 
 
I – 3 – Les différentes stratégies anti-bioadhésion 
 
I – 3 – 1 : Différentes approches pour limiter l’adhésion bactérienne  
 
 Le concept d’anti-adhésion a pour objectif de limiter la colonisation des surfaces 
(c’est-à-dire limiter le nombre de bactéries), ou de limiter les forces d’interaction entre les 
bactéries et les surfaces afin de faciliter le décrochage des bactéries. Pour ce faire, différentes 
méthodes ont été étudiées :  
- utilisation de polymères greffés par un agent qui peut rester un antimicrobien (34) 
ou être inorganique (en général, des groupes amines (35)) pour obtenir un effet 
létal sur les bactéries. 
- utilisation d’un revêtement protéique de surface (protein coating) limitant 
l’adhésion des bactéries (26) (29). 
- utilisation de désinfectants qui tuent ou inactives les bactéries.  
- utilisation de détergents qui permet d’éliminer les cellules bactériennes à la surface 
(36). Les solutions aqueuses de détergents (composés de peroxyde d’hydrogène 
par exemple (37) (38) (39)) ont un rendement de décrochage et/ou de destruction 
des bactéries plus important sur des surfaces hydrophobes que sur des surfaces 
hydrophiles. En effet, les surfaces hydrophobes n’absorbent pas l’eau. Un flux 
d’eau conséquent emporte alors les particules (saleté, bactéries…) dans son sillage 
et nettoie donc la surface contaminée : c’est l’effet « lotus » (le lotus s’auto-nettoie 
sous l’effet de la pluie grâce à ses propriétés « super-hydrophobes »). 
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- utilisation de surfaces super-hydrophobes afin de mimer l’effet « lotus » pour 
limiter l’adhésion des bactéries (40) (41) (42). 
- utilisation de surfaces super-hydrophiles pour limiter l’adhésion des bactéries 
hydrophobes. 
Le principal problème rencontré est que l’efficacité de ces différentes méthodes dépend de la 
nature des bactéries que l’on souhaite décrocher ou ne pas faire adhérer sur la surface 
modifiée.  
 
 De par la multitude de facteurs influençant l’adhésion bactérienne (cf. chapitre I – 2), 
il n’existe pas de support idéal limitant la colonisation de toutes les bactéries. De nombreuses 
études sont réalisées sur l’adhésion de bactéries particulièrement pathogènes (Escherichia 
coli, Staphylococcus aureus ou epidermidis) sur des surfaces à fort potentiel limitant 
l’adhésion telles que les « brosses ». 
 
I – 3 – 2 : Les surfaces « brosse » : une approche pour limiter l’adhésion bactérienne  
 
 Parmi les différentes approches décrites ci-dessus, la fonctionnalisation de surfaces par 
des chaînes ou des brosses, structures rigides de chaînes organiques ou inorganiques, s’est 
fortement développée (43) (44). Elles font office d’espaceurs entre les bactéries et la surface 
et doivent limiter l’adhésion bactérienne et/ou faciliter le décrochage des bactéries (Figure 8).  
 
 Parmi les surfaces « brosses », les monocouches autoassemblées (SAM :                
Self-Assembled Monolayers) sur des surfaces métalliques développées depuis une dizaine 
d’années sont très prometteuses  notamment pour des applications en biologie (45) (46) (47). 
Les SAM sont un auto-assemblage quasi-solide de chaînes de molécules chimisorbées sur une 
surface. Selon la terminaison chimique des molécules choisies, on peut créer des SAM ayant 
des propriétés physicochimiques particulières : 
- SAM d’oligosaccharides. Ces surfaces sont employées pour étudier les interactions 
entre les protéines à la surface des bactéries et les oligosaccharides présents sur la 
surface des cellules eucaryotes, interactions permettant la communication 
cellulaire, la différenciation et le développement cellulaire (48) (49)  
- SAM de molécules hydrophobes telles que les alcanethiols (chaînes carbonées 
reliée à la surface d’un métal noble par un atome de soufre, étirées dans la 
conformation quasi tout trans et organisées spontanément en une structure 
compacte quasi-solide). Ce sont les premiers SAM mis au point par Nuzzo et 
Allara en 1983 (50) (51)  
- SAM de molécules hydrophiles 
- SAM avec des groupes amines en bout de chaîne tel que l’APTS (acide 
paratoluènesulfonique) 
- SAM de poly(éthylèneglycol) (PEG) capables de limiter à l’adhésion bactérienne 
et cellulaire 
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- SAM composées de monocouches ou bicouche lipidiques modélisant la membrane 
cellulaire (52) afin d’étudier l’adsorption des protéines (53) ou l’adhésion d’autres 
cellules (54) 
- SAM composées de biotines en bout de chaîne utilisées en tant que sonde 
biologique (47) (55) 
- etc… 
 
Figure 8 : Schéma de principe d’une surface « brosse ». 
 
 Les surfaces permettant la chimisorption des SAM sont nombreuses et peuvent être 
biocompatibles (56) : 
- oxydes de métaux (AgO ou Al2O3) pour la chimisorption de chaînes d’acides 
carboxyliques (CnH2n+1COOH) par la réaction acide/base entre la chaîne et la 
surface. 
- verre hydroxylé ou une surface d’oxyde d’aluminium pour des organosilanes grâce 
à la formation de la liaison covalente Si – O – Si. 
- les métaux nobles ou les semi-conducteurs (Au, Ag, γ-Fe2O3) pour les 
organosulfures (HS(CH2)nX avec X, un groupe fonctionnalisant) grâce à la 
formation de la liaison covalente S – Métal. 
 Un autre avantage de ces structures est leur simplicité de fabrication : il suffit 
d’immerger pendant quelques secondes à quelques heures la surface à fonctionnaliser dans 
une solution contenant les molécules formant les futurs SAM. Spontanément, les molécules 
vont se chimisorber sur la surface et s’auto-organiser afin de former une monocouche de 
chaînes structurées (en pratique toutefois, la préparation de la surface avant exposition aux 
molécules doit être effectuée très rigoureusement).  
 
 L’auto-assemblage est donc un moyen très intéressant pour adapter la surface des 
matériaux à un environnement biologique et obtenir des propriétés « antiadhésives » et 
« antisalissures (antifouling) » contre les bactéries. On peut citer en perspective de 
développement, la recherche menée sur des SAM permettant d’inhiber l’adhésion des 
Polymère quelconque Structure « brosse » Différentes SAM possibles
Bactérie
Surface
Distance 
bactérie - surface
Limitation de l’adhésion bactérienne :
- la distance bactérie – surface augmente
- l’interaction bactérie – surface diminue
sucre CH3 NR4
+
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bactéries pathogènes par la colonisation de la surface par des bactéries non pathogènes 
ciblées. 
 
 Cependant la surface SAM « idéale » reste à concevoir. On vient de voir dans le 
chapitre I – 2 que l’adhésion bactérienne est un processus impliquant à la fois des liaisons non 
spécifiques (interactions électrostatiques ou de van der Waals) et spécifiques (interactions 
ligand-récepteur) avec la surface. Une des stratégies à explorer serait de fonctionnaliser une 
surface à protéger des bactéries pathogènes avec des molécules capables de s’auto-assembler 
et de former des liaisons spécifiques avec des bactéries non pathogènes ciblées, tout en ne 
formant pas de liaisons non spécifiques avec les bactéries pathogènes. 
 
 
I – 4 – Les différentes techniques d’étude de l’adhésion bactérienne  
 
 Jusqu’à présent les études concernant l’adhésion bactérienne consistent principalement 
à mesurer le nombre de bactéries adhérant sur la surface et à mesurer l’énergie d’adhésion. 
 
I – 4 – 1 : Aspects microbiologiques : évaluation du nombre de bactéries adhérentes sur une     
surface 
 
 Dans ce paragraphe, les différentes techniques de dénombrement des bactéries en 
conditions statiques ou en flux sont décrites (9) (57) (58).  
 
 La mesure statique consiste à déposer une suspension bactérienne sur une surface sans 
flux d’éléments nutritionnels. Les surfaces sont rincées, lavées ou centrifugées pour éliminer 
toutes les bactéries qui n’ont pas adhéré à la surface. Enfin, les bactéries restant fixées à la 
surface sont comptées.  
 Afin de compter les bactéries, le moyen le plus simple est d’observer l’état de la 
surface au microscope optique (microscope de fluorescence, microscope confocal) mais cela 
requiert au préalable le marquage des bactéries par un marqueur fluorescent. Un microscope 
électronique (microscope électronique à balayage, (59)) ou à force atomique peut également 
être utilisé à cette fin. Cependant la mise en œuvre n’est pas aussi simple et peut être plus 
destructive pour les bactéries (déshydratation des échantillons pour les mesures en 
microscopie électronique, accrochage des bactéries sur la pointe AFM). 
 Une autre méthode consiste à détacher les bactéries de la surface par ultrasons et à les 
compter par les méthodes de dénombrement décrites en Annexe 2.A. D’autres modes de 
comptage directs ou indirects sont également utilisés tels que la spectrophotométrie (mesure 
de la diffusion de la lumière par les bactéries) ou la détection de marqueurs biochimiques en 
interaction avec les bactéries. Il est également possible d’évaluer le nombre de bactéries au 
stade du biofilm à partir de l’observation de la structure de ce dernier (épaisseur, densité, 
morphologie). Dans la plupart des cas, la microscopie optique est privilégiée.   
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 La précision de ces méthodes est cependant limitée. Par exemple, le dénombrement 
des bactéries à partir des ultrasons présente l’inconvénient qu’il est toujours possible que 
toutes les bactéries ne se détachent pas de la surface. De plus, des bactéries peuvent être 
détruites par ultrasonication. Ainsi leur nombre risque d’être sous-évalué par cette méthode, 
d’une manière variable avec le type de surface et surtout avec le type de bactéries. De même, 
le dénombrement par microscopie optique peut sur- ou sous-évaluer le nombre de bactéries 
présent sur la surface lors du traitement statistique de l’image de fluorescence  dépendant 
fortement de l’expérimentateur qui estime le grain de la pixélisation de l’image (i.e. taille et 
nombre de pixels décrivant une bactérie).  
 Enfin, le dénombrement en conditions statiques n’est pas toujours adapté. Par 
exemple, dans une usine, les fluides contenant des bactéries peuvent évoluer constamment 
dans le temps et l’espace. Des mesures d’adhésion en conditions de flux ont aussi été 
développées (60). Il s’agit de faire circuler une solution contenant des nutriments, ou 
simplement de l’eau distillée, à une vitesse fixée dans une chambre (i.e. boîte stérile possédant 
une entrée et une sortie reliées à une pompe afin de faire circuler la solution dans la boîte) 
contenant une suspension bactérienne et la surface à étudier, et de dénombrer les bactéries 
adhérentes au cours du temps par microscopie optique tel que décrit ci-dessus.  
 
I – 4 – 2 : Aspects physico-chimiques : évaluation de l’interaction bactérie - surface 
 
 Depuis la fin des années 90, la microscopie à force atomique (AFM) connaît un essor 
important dans le monde microbiologique. C’est une méthode de microscopie de champ 
proche (61), basée sur les forces d’interaction entre le substrat et la pointe qui permet 
d’étudier de nombreuses propriétés de matériaux (62) et en interaction avec des entités 
biologiques (63).  L’AFM permet de sonder simultanément la topologie de la surface, la force 
d’interaction d’une bactérie unique avec la surface ainsi que la morphologie de la bactérie 
(64). De plus, cette technique peut être mise en œuvre aussi bien à l’air que dans les milieux 
liquides. Plus précisément, l’interaction bactérie – surface peut être approchée selon deux 
protocoles différents : 
- généralement, la pointe AFM est balayée sur la surface sur laquelle a adhéré la 
bactérie pour définir une courbe de force. On peut citer comme exemple l’étude du 
biofilm bactérien E. coli sur du verre avec une pointe de nitrure de silice (65).  
- une bactérie peut être aussi déposée sur la pointe AFM et la mesure de la force 
d’interaction entre la bactérie et la surface est obtenue en approchant la bactérie de 
la surface nue. La mesure est répétée en différents endroits de la surface pour 
différentier la force d’adhésion en fonction de la topographie de la surface. Ceci a 
été réalisé par exemple sur des surfaces à caractère hydrophobe variable et des 
bactéries E. coli (66).  
 Dans tous les cas, il est possible de déterminer quantitativement les forces répulsives 
ou attractives entre les bactéries et les surfaces. Les différents matériaux peuvent alors être 
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classés selon leur caractère « répulsif » à l’adhésion bactérienne. La théorie DLVO élaborée 
dès 1948 par Derjaguin et Landau, Verwey et Overbeek permet de décrire les interactions 
entre deux particules sphériques (67) en prenant en compte les contributions de London-van 
der Waals (force attractive dépendant de la polarisabilité) et de la double couche électrique 
(force répulsive dépendant de la force ionique de la solution et de la charge portée par les 
particules) (68). Dans sa version initiale, cette théorie ne permet cependant pas d’expliquer les 
résultats expérimentaux observés en fonction de la nature hydrophobe / hydrophile de la 
surface. Une théorie plus complète est aujourd’hui utilisée en prenant en compte les effets 
stériques et de solvatation qui contribuent de façon importante à courte distance (66) (69).  
Elle permet d’obtenir un bon accord entre résultats théoriques et expérimentaux (9) (70). 
 
 Ainsi, il est désormais possible de classer les interactions entre les bactéries et les 
surfaces de façon quantitative. Cependant l’AFM est une technique délicate d’utilisation en 
raison de la pollution facile de la pointe par différentes entités : ions environnants, bactéries 
mortes… La pointe AFM  interagit aussi fortement avec la bactérie que la surface, ce qui peut 
perturber les mesures de force. Ce type de problème a été rencontré lors de nos mesures et n’a 
pas permis d’utiliser facilement et rapidement la méthode pour des mesures de force 
d’interaction. 
 
I – 4 – 3 : Des résultats divergents 
 
 Les études réalisées sur différents matériaux (verre, métaux, polymères…), différentes 
espèces bactériennes, et différentes conditions expérimentales (température, pH, force 
ionique…) conduisent à des résultats qui ne permettent pas de tirer de conclusions générales 
en ce qui concerne la limitation de l’adhésion des bactéries (43) (71). Par exemple, plusieurs 
études ont montré que les bactéries (souches de Pseudomonas, Staphylococcus sanguis ou 
Streptococcus mutans (10)) adhèrent en plus grand nombre sur des surfaces hydrophobes que 
sur des surfaces hydrophiles. Mais, un autre travail réalisé sur une souche hydrophobe de 
Staphylococcus aureus a démontré au contraire que les bactéries adhèrent moins (de 60 %) 
sur du polypropylène pourtant plus hydrophobe que sur le polyéthylène basse densité PEBD 
(34).  
 Pour certaines conditions expérimentales (72), des souches de bactéries Pseudomonas 
aeruginosa et Escherichia coli, à gram négatif, n’adhèrent pas sur des surfaces de 
polyméthacrylate chargées positivement, alors que les bactéries à gram positif telles que 
Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis adhèrent à ces surfaces. Au contraire, 
d’autres conditions d’expériences (73) rapportent que les bactéries Pseudomonas aeruginosa 
colonisent le polymère qu’il soit chargé négativement ou positivement, en désaccord avec 
l’étude précédente.  
 
 La description de l’adhésion bactérienne sur une surface prend généralement en 
compte le caractère hydrophobe / hydrophile ou la présence de charges sur la surface ou sur 
les parois bactériennes. Cependant, d’autres paramètres peuvent modifier l’adhésion 
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bactérienne, en particulier la physicochimie des cellules bactériennes et la qualité des surfaces 
(74), ce qui explique le manque de généralité des conclusions (75). Par exemple, les surfaces 
des polymères sont généralement hétérogènes, rugueuses et peuvent comporter des impuretés, 
tous ces défauts influençant énormément l’adhésion bactérienne.  
 
 Un meilleur contrôle des surfaces, à l’échelle moléculaire, est nécessaire afin de 
préciser le rôle des diverses caractéristiques surfaciques (composition chimique, topographie, 
configuration des groupes fonctionnels, etc…).  
 
I – 4 – 4 : Techniques récemment appliquées à l’étude des interfaces biologiques 
 
Différentes techniques spectroscopiques et microscopiques 
 
 Les techniques appliquées pour la caractérisation des surfaces en contact avec des 
entités biologiques depuis une quinzaine d’années sont nombreuses. On peut citer les 
suivantes (76) :  
- la microscopie électronique à balayage (MEB) qui permet d’obtenir une 
topographie de la surface avec une résolution nanométrique. Son principe repose 
sur l’interaction d’un faisceau d’électrons très fin  (0,5 – 50 nm) et monocinétique 
avec la matière. Le principal inconvénient de cette méthode est la nécessité de 
déshydrater et de métalliser les échantillons biologiques afin d’obtenir une couche 
conductrice pour les électrons.  
- les microscopies à sonde locale (SPM : Scanning Probe Microscopy) qui 
regroupent le microscope à force atomique AFM (mesure de force entre une pointe 
et une surface) et le microscope à effet tunnel STM (mesure de courant entre une 
pointe et une surface). Elles permettent comme décrits précédemment d’obtenir 
une topographie de la surface avec une résolution très élevée (résolution atomique 
dans les meilleurs cas, le STM étant supérieur à l’AFM de ce point de vue). Elle a 
été utilisée pour imager de l’ADN, des lipides ou des protéines (77). 
- la spectroscopie de photoélectron par rayons X (XPS : X-Ray Photoelectron 
Spectroscopy) qui permet une analyse chimique quantitative de la surface (avec 
une résolution spatiale limitée à 10 µm2). 
- la spectroscopie de structure fine près du seuil d'absorption de rayons X 
(NEXAFS : Near Edge X-Ray Absorption Fine Structure) qui apporte des 
informations sur l'environnement local (à l’échelle atomique) des atomes de 
l’élément considéré. 
- la spectrométrie de masse des ions secondaires par temps de vol (TOF SIMS : 
Time-Of-Flight Secondary Ion Mass Spectrometry) qui permet d’obtenir le spectre 
de masse des molécules présentes par pulvérisation (totalement destructive) de la 
surface par bombardement par des ions primaires.  
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Ces techniques permettent d’obtenir des renseignements très précis et variés sur la 
composition et la structure des surfaces biologiques. Cependant, toutes ces techniques (sauf 
AFM et STM) sont mises en œuvre sous ultravide (UHV) car les électrons et les ions qui sont 
détectés ne se propagent que dans le vide. Elles ne permettent donc pas l’étude des processus 
biologiques en condition in situ (milieu aqueux). Afin d’observer directement une surface 
biotique ou abiotique dans un tel environnement, de nouvelles techniques spectroscopiques de 
surface se sont développées. Elles reposent sur l’optique non linéaire (78).  
 
La spectroscopie non linéaire 
 
 L’optique non linéaire résulte de l’interaction entre la matière et un ou plusieurs 
champs électriques lorsque ces derniers sont suffisamment intenses (79) (80) (81). Le 
rayonnement lumineux perturbe les propriétés optiques locales du matériau en agissant sur les 
charges se trouvant dans ce milieu (i.e. phénomène de polarisation) (82) : la polarisation 
acquise par le matériau dépend de façon non linéaire de l’amplitude du champ électrique. Par 
un développement limité de la polarisation induite par les champs électriques, il est possible 
de modifier des fréquences, de produire des ondes de nouvelles fréquences à partir de la ou 
des fréquences incidentes ou de faire interagir deux ondes différentes au sein d’un matériau 
(appelé communément milieu non linéaire).  
 
 La spectroscopie non linéaire du second ordre (développement limité de la polarisation 
induite à l’ordre 2) consiste à faire interagir deux ondes de même fréquences (spectroscopie 
de Génération de Seconde Harmonique SHG) ou de fréquences différentes (spectroscopie de 
Génération de Fréquence Somme SFG, spectroscopie de Génération de Différence de 
Fréquence DFG) sur un milieu non linéaire et à étudier l’onde émise à une nouvelle 
fréquence. Par ses règles de sélection, l’optique non linéaire du second ordre apparaît 
uniquement sur des milieux non centro-symétriques et ordonnés. Il s’agit par ailleurs d’une 
technique d’étude spécifique aux interfaces et non à l’ensemble du volume du milieu sondé 
(83).  
 Une étude vibrationnelle de l’échantillon est possible lorsqu’on envoie sur le milieu 
non linéaire un faisceau infrarouge en résonance avec des vibrations moléculaires de 
l’interface à sonder. C’est le cas de la spectroscopie SFG vibrationnelle où un faisceau visible 
et un faisceau infrarouge sont envoyés de façon colinéaire spatialement et temporellement sur 
l’interface à étudier (84). L’analyse du faisceau émis à la fréquence somme du faisceau visible 
et infrarouge permet d’obtenir la conformation, l’orientation et la composition chimique des 
molécules sondées (85). 
 La principale limitation de cette spectroscopie est la nature de la surface pouvant être 
étudiée car elle doit être non centro-symétrique et ordonnée : le désordre moléculaire donne 
lieu à une centro-symétrie locale du système et à l’absence de signal de SFG.  
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I – 4 – 5 : La spectroscopie de Génération de Fréquence Somme SFG appliquée aux 
biomolécules 
 
La spectroscopie SFG, un apport pour l’étude des interfaces biologiques 
 
 La spectroscopie SFG émerge en tant qu’outil pour étudier les interfaces biologiques 
et leurs interactions avec l’environnement. 
 Malgré la complexité de la mise en œuvre du dispositif expérimental SFG et des 
échantillons biologiques eux-mêmes, il a été montré qu’il était possible d’obtenir des signaux 
SFG exploitables des surfaces en contact avec du matériel biologique tel que l’ADN (86), les 
érythrocytes (globules rouges) dans un milieu liquide (87) (88), les protéines (cf. paragraphe 
suivant) , ou de l’interaction protéines – membrane modèle afin d’appréhender différents 
processus (89) : 
- les fonctions cellulaires liées à des peptides ou des protéines associées aux 
membranes. 
- la formation de pores au sein d’une membrane, processus présent lorsqu’un virus 
pénètre une cellule (90). 
- etc… 
 
 
Figure 9 : Les différentes techniques SFG appliquées à l’étude de l’interaction entre une protéine 
transmembranaire et une membrane artificielle. 
 
 Différentes techniques SFG peuvent être appliquées afin d’obtenir la signature 
électronique, vibrationnelle, dynamique, électrostatique et chirale des biomolécules de 
l’interface et donc de comprendre dans son ensemble la réactivité des molécules sondées (i.e. 
leur fonctionnalité), (Figure 9) : 
- la SFG « statique » utilisée dans ce travail de recherche qui permet d’obtenir des 
informations structurales des molécules sondées. 
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- la SFG pompe-sonde ou résolue en temps qui permet d’obtenir des informations 
dynamiques sur les processus intervenant à l’interface (91) : un faisceau 
supplémentaire dit « pompe » est envoyé sur l’échantillon afin d’exciter les 
molécules puis les faisceaux visibles et infrarouges (dits « faisceaux sondes ») 
viennent sonder l’état de la surface perturbée par la pompe. La pompe peut-être un 
faisceau infrarouge (on obtient alors des renseignements sur la dynamique de 
relaxation vibrationnelle) ou visible (dans ce cas, c’est le substrat qui est 
électroniquement excité, et on observe l’effet de l’interaction des photoélectrons 
avec les molécules adsorbées). 
- la SFG à deux dimensions (2D-SFG) (similaire à la spectroscopie infrarouge à 
deux dimensions) : une cartographie à deux dimensions de l’émission SFG est 
obtenue en enregistrant l’intensité SFG en fonction de deux longueurs d’onde d’un 
des faisceaux incidents (en général, le faisceau infrarouge). Dans le cas d’une 
cartographie réalisée par deux impulsions infrarouges, les propriétés 
vibrationnelles des molécules de l’interface sont sondées ce qui permet de mettre 
en évidence les couplages vibrationnels et d’identifier quels groupes chimiques 
interagissent ensemble (92). 
 
Un exemple d’étude SFG : l’adsorption protéique  
 
L’adsorption protéique a été étudiée à l’aide de très nombreuses méthodes : 
- mesures d’angle de contact afin d’étudier l’effet de l’adsorption des protéines sur 
le mouillage d’une surface (93) (94) (95)  
- isothermes d’adsorption pour identifier les premières étapes de l’adsorption 
protéique (21) : des cycles d’adsorption et de désorption des protéines sur une 
colonne fonctionnalisée sont réalisés en fonction du temps puis la concentration et 
la structure des protéines désorbées sont mesurées par spectrophotométrie et 
dichroïsme circulaire respectivement, afin de déterminer la force d’interaction 
entre les protéines et la colonne. 
- diffusion des neutrons pour déterminer l'épaisseur de la couche protéique (96) 
- résonance plasmon de surface pour mesurer les changements d'indice de réfraction 
induits par les biomolécules adsorbées sur une surface (27) (54)  
- microscopie à force atomique afin de quantifier la force d’adhésion des protéines 
(détermination de l’énergie libre de Gibbs) (97) (98)  
- modélisation des forces d’interaction entre les protéines et les surfaces (99) ou 
l’eau par dynamique moléculaire (100) 
 Ces différentes techniques ont permis de montrer que l’adsorption des protéines peut 
être réalisée sur différents supports (mesure d’angle de contact, diffusion de neutron, 
résonance plasmon) et qu’elle dépend des caractères physico-chimiques de ces supports 
(microscopie AFM, dynamique moléculaire) et des conditions opératoires telles que le pH ou 
la concentration protéique en solution (isotherme d’adsorption). Cependant, ces études ne 
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permettent pas de déterminer totalement la structure et la fonctionnalité des protéines 
adsorbées sur des surfaces. Ceci est majoritairement dû à la caractérisation non spécifique aux 
interfaces des techniques et au manque de résolution spatiale ou temporelle (par exemple pour 
des études cinétiques de l’adsorption protéique car les protéines sont des édifices dynamiques 
et non figés). Ainsi, les interactions protéines-surface sont encore mal comprises et les 
changements de conformation des protéines en interaction avec une surface sont rarement 
appréhendés.  
 
 Les études spectroscopiques SFG réalisées ces dernières années sur l’adsorption 
protéique ont permis de faire fortement progresser la compréhension des interactions entre les 
protéines et les surfaces. On a ainsi sondé des protéines adsorbées (fibrinogène et albumine de 
sérum bovin BSA) sur des polymères tels que le polystyrène  (101) (102) en fonction du pH 
de la solution, en présence ou non d’ions et à différentes concentrations (103) (104). Les 
changements spectraux observés en fonction des conditions expérimentales ont permis de 
mettre en évidence des changements de conformation protéique.  
 Il a été par ailleurs démontré que la concentration des protéines en solution était un 
facteur important pour l’organisation des protéines sur la surface (87) (104) (105) (106). Pour 
des concentrations faibles de protéines, elles ont tendance à s’étaler sur toute la surface et à 
maximiser les interactions avec le support (en général hydrophobe). Elles adoptent une 
conformation dépliée dans un film protéique primaire ordonné. Au contraire, lorsque les 
protéines sont en concentration importante sur la surface, beaucoup d’entre elles s’adsorbent 
en même temps sur la surface. Celle-ci devient alors très vite encombrée, ne permettant pas 
aux protéines de s’étaler ni de s’organiser (contrairement à une monocouche de molécules 
molles comme les alcanethiols pour lesquelles l’encombrement de la surface est au contraire 
le facteur qui les conduit à s’auto-assembler en adoptant une conformation bien définie). 
Ainsi, le film protéique surfacique devient hétérogène et désordonné après équilibre entre la 
phase liquide et la phase adsorbée.  
 La concentration limite entre un film homogène ou hétérogène dépend donc de la 
surface et de la protéine (structure, taille). 
 
L’adhésion bactérienne en SFG 
 
 Dans ce travail de recherche fondamentale, pour la première fois, nous exploitons la 
très bonne connaissance spectroscopique que nous avons des SAM d’alcanethiols, qui par leur 
haut degré d’organisation sur la surface d’un métal permettent d’obtenir un fort signal de 
SFG, pour déterminer si l’adhésion bactérienne sur la SAM a un effet mesurable sur 
l’orientation des molécules autoassemblées, et si on peut dégager des informations 
rationnelles de ce type d’interaction (107).  
 
 L’adsorption protéique sur la SAM d’ODT est également étudiée en SFG ainsi que son 
influence sur l’adhésion bactérienne. Les différents travaux réalisés et présentés ci-dessus sur 
l’impact de la présence de protéines sur l’adhésion bactérienne ont étudié l’effet d’un 
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« encrassement » des supports par les protéines sur l’adhésion bactérienne (effet du « protein 
coating ») mais n’ont jamais, à notre connaissance, étudié l’effet de l’adhésion bactérienne sur 
une surface en présence de protéines dans la suspension bactérienne, ce qui est réalisé dans 
cette thèse.  
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II – La Monocouche AutoAssemblée d’OctaDécaneThiol 
(SAM d’ODT) : préparation, caractérisation multi-
échelle, apport de la spectroscopie de Génération de 
Fréquence Somme (SFG) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Notre recherche porte sur l’étude de l’adhésion bactérienne sur une surface d’or 
fonctionnalisée par une SAM constituée de molécules d’OctaDécaneThiol (ODT). Ces 
supports possèdent un  haut degré d’organisation leur conférant un fort signal de SFG. 
 
 Dans ce chapitre, nous décrirons la fabrication de ces systèmes autoassemblés et leurs 
propriétés physico-chimiques. Celles-ci seront étudiées à l’échelle macroscopique et 
microscopique par microscopie AFM, mesures d’angles de contact et spectroscopie SFG. 
 
 La spectroscopie vibrationnelle SFG permettra de sonder les niveaux vibrationnels des 
modes C-H de la SAM d’ODT pour en retirer des informations concernant l’orientation des 
groupes méthyles terminaux des molécules. Les spectres SFG devront être déconvolués pour 
en extraire les intensités relatives des différents modes. Il s’avèrera que cette déconvolution 
devra être faite rigoureusement pour être reproductible et permettre d’obtenir des informations 
qualitatives fiables de la conformation des molécules d’ODT. Une comparaison des spectres 
SFG expérimentaux avec des spectres théoriques obtenus par modélisation de la SAM d’ODT 
permettront d’obtenir des informations quantitatives sur la conformation moléculaire du 
support. 
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II – 1 – Fabrication des surfaces de la SAM d’ODT 
 
 Des substrats d’or polycristallin commerciaux (Arrandee) dont les cristallites sont 
orientées dans la direction (111) sont utilisés. Ils doivent être préalablement nettoyés. Pour ce 
faire, ils sont chauffés à la flamme (combustion de gaz de butane) jusqu’à l’observation d’une 
couleur rouge qui correspond à une température suffisamment élevée pour brûler les 
impuretés éventuelles et pour reconstruire la surface polycristalline. Un flux d’argon permet 
de limiter l’oxydation de la surface par l’oxygène de l’air lors du refroidissement. Les 
échantillons sont rapidement déposés dans de l’alcool pur. L’effet de ce traitement de surface 
a été contrôlé par microscopie AFM en comparant l’état du substrat avant et après chauffage                            
(cf. chapitre II – 3 – 1).  
 Ensuite ces supports sont immergés dans un bécher contenant une solution 
d’OctaDécaneThiols (ODT) dans l’éthanol absolu à 1 mmol.L-1, durant deux à trois heures. 
Les molécules d’ODT sont des organo-sulfures qui vont se chimisorber sur la surface d’or par 
l’intermédiaire de leur atome de soufre (Figure 10) puis s’auto-organiser lentement (en une 
dizaine d’heures environ) et spontanément en adoptant une géométrie bien définie : toutes les 
molécules d’ODT sont étirées en conformation quasi tout trans et parallèles, avec les plans C-
C orientés les uns par rapport aux autres (cf. chapitre II – 3) (108) (109) (110). 
 Les supports ainsi fonctionnalisés sont rincés à l’éthanol absolu puis séchés sous un 
flux d’azote. 
 
 
Figure 10 : Schéma de fonctionnalisation du substrat d’or par les molécules d’ODT. 
 
 Ce nouveau support est stable grâce à la forte liaison covalente polaire et spécifique 
soufre-or (aucune autre molécule ne se chimisorbe sur l’or) et aux nombreuses interactions de 
type van der Waals cumulées tout le long des chaînes. En effet, ces forces peuvent représenter 
beaucoup d’énergie dès lors qu’une chaîne est suffisamment longue ce qui est le cas ici : 
environ 1 eV/molécule d’ODT (111). L’inertie chimique de l’or vis-à-vis de la plupart des 
réactifs et la stabilité de l’auto-assemblage qui est « quasi-solide » permet de conserver les 
supports quasi-indéfiniment (des mois).  
 La monocouche d’ODT a une hauteur d’environ 2 nm (Figure 11.A). Les sites 
d’adsorption de l’ODT sur l’or(111) étant le site ponté et le site ternaire (Figure 11.B) 
Au(111)
Adsorption
Organisation
Solution d’ODT
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respectivement, la distance moyenne séparant deux atomes de soufre est d’environ 0,22 nm 
d’après des mesures de diffraction (112). La distance moyenne séparant deux chaînes est 
beaucoup plus grande (0,5 nm), ce qui implique que les chaînes, très proches les unes des 
autres au voisinage de la surface, s’en écartent et ont donc nécessairement  une forme en « L » 
avec des défauts par rapports à la conformation tout trans, comme il apparaît clairement dans 
la conformation déduite d’une étude par SFG (Figure 11). 
 
 
 
Figure 11: Vue de l’interface ODT/Au(111). Seuls les atomes de carbone et de soufre sont 
représentés. Il apparaît clairement que les chaînes sont tout trans, à l’exception du pied des chaînes. 
Les chaînes doivent trouver la distance appropriée aux interactions de van der Waals tandis qu’en bas 
de la chaîne elles doivent s’adapter aux sites d’adsorption de l’or (111). Les deux contraintes 
définissent les sites d’adsorption effectivement occupés ainsi que trois angles : inclinaison commune à 
toutes les molécules (« tilt »), rotation du plan d’inclinaison des chaînes par rapport aux rangées 
d’atomes d’or, et rotation des plans d’atomes de carbone autour de l’axe moyen des chaînes 
(« twist »). Il apparaît clairement qu’il existe deux sortes de chaînes (en noir et en gris sur la figure), 
dont les plans sont perpendiculaires. Cette dernière caractéristique se retrouve dans les solides 
d’alcanes. La structure proposée résulte d’une analyse de spectres SFG incluant également la 
structure des groupements méthyle et l’existence de deux types de chaînes adsorbées en sites ponté et 
ternaire (85).  
 
 
II – 2 – Techniques de caractérisation de la SAM d’ODT 
 
II – 2  – 1 : La microscopie à Force Atomique (AFM) 
 
La microscopie AFM a été utilisée pour caractériser  la topographie des supports d’or 
nus et après adsorption des monocouches autoassemblées (SAM d’ODT) et pour mesurer les 
courbes de forces de la surface (i.e. homogénéité de la fonctionnalisation de la couche d’or 
par les molécules d’ODT). 
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 Le microscope à force atomique utilisé (microscope PicoSPM, Molecular imaging, 
ScienTec, Palaiseau, France) utilise une pointe en silicium nitruré, dont le diamètre peut 
varier de 10 à 50 nm. Cette pointe est accrochée à un levier constitué d’un ressort de faible 
constante de raideur k  25 N.m-1 (Figure 12). Les mesures ont été obtenues à une 
température de 22°C. 
 
 Il existe différents modes de mesures possibles avec le microscope AFM reposant tous 
sur le principe suivant : le levier est approché à environ 1 nanomètre de la surface à étudier. 
Lors de l’approche, il est soumis d’abord à des forces attractives, puis répulsives selon la 
courbe du potentiel de Lennard-Jones décrivant l’interaction de la pointe avec la surface 
(Figure 12). Les mouvements de la pointe en fonction de la distance à la surface Z sont décrits 
dans la Figure 13. 
 
 
Figure 12 : Schéma de principe d’un microscope AFM. 
 
 Pour obtenir la topographie de nos surfaces, nous avons utilisé le microscope AFM en 
mode oscillant (mode contact intermittent ou « tapping ») à 315 kHz : le levier est mis en 
oscillation par une cale piézoélectrique à une fréquence fixe proche de celle de sa résonance. 
La constante de force effective, la réponse et l’amplitude d’oscillation dépendent de 
l’interaction mécanique entre la pointe et la surface. Les mouvements de la pointe sont 
enregistrés grâce à un miroir localisé sur le levier. Si on maintient constante l’amplitude des 
oscillations tout au long du balayage de la surface suivant X, Y au moyen de la tension qui 
ajuste la distance de la surface Z ( 2,9 V), on obtient la topographie de la surface                
(Z = f(X,Y)). Dans ce mode d’utilisation de l’AFM, la force d’interaction avec la surface est 
faible : Ftapping = 10-10 N ce qui limite au maximum le risque de détérioration de la surface. 
Dans le mode « contact » couramment utilisé, la force d’interaction est beaucoup plus forte et 
peut conduire plus facilement à l’endommagement de la surface (Fcontact = 10-6 N).  
 
 Le mode « tapping » permet de mesurer, en plus de la topographie de la surface, le 
déphasage entre le signal excitateur et la réponse en oscillation du levier. L’image de phase 
peut différer de l’image topographique dans le cas d’une surface chimiquement hétérogène. 
Dans notre étude, la topographie et le signal de phase ont été collectés à une vitesse de 
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balayage de 1 ligne/seconde et de 512 lignes/image. Des mesures de force d’adhésion (i.e. 
courbes de force) entre la pointe et la surface ont également été réalisées (Figure 13). 
 
 
Figure 13 : A. Principe de la mesure de force d’adhésion et B. Positions successives de la surface 
correspondant à la courbe de déflexion (figure adaptée de la Ref  (113)). 
 
II – 2  – 2 : La mesure d’angle de contact 
 
 La mesure d’angle de contact est une technique permettant d’évaluer la mouillabilité 
d’une surface (la capacité d’une goutte à s’étaler sur la surface) (95) (114) (115). Elle consiste 
à y déposer une goutte d’un liquide de propriétés connues et à mesurer l’angle formé par la 
tangente du profil de celle-ci avec la surface réceptrice au point triple (Figure 14). 
 
 La mesure de l’angle de contact θ permet d’avoir accès au caractère hydrophobe / 
hydrophile du support lorsque le liquide de référence est de l’eau. Pour ce faire on dépose une 
goutte d’eau sur la surface :  
 θ > 90° : la goutte ne s’étale pas,  le support est hydrophobe 
 θ < 30° : la goutte d’eau s’étale sur le support, le support est 
hydrophile 
 30 < θ < 90° : le support est moyennement hydrophobe / 
hydrophile.  
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Le suivi cinétique de l’étalement ou de l’évaporation de la goutte déposée sur le support 
permet également d’obtenir des informations sur l’homogénéité chimique ou physique et la 
rugosité de la surface (116) (117). 
 
 
Figure 14 : Angle de contact d’une goutte déposée sur une surface en fonction de leurs affinités. 
 
 Pour la mesure d’angles de contact, on utilise un goniomètre dans des conditions de 
température contrôlée (22°C). Dans le cadre de notre étude, deux appareils distincts ont été 
mis à disposition. Le premier, le goniomètre « macroscopique », permet de déposer 
manuellement à l’aide d’une seringue une goutte de liquide de 5 microlitres environ sur la 
surface à analyser (Figure 15.A). La goutte est éclairée par une source de lumière blanche et 
son image est obtenue grâce à une caméra CCD associée à un objectif permettant d’obtenir 
des images avec un rapport d’agrandissement x4 (Goniomètre G10, Krüss, Palaiseau, France).  
 
 
Figure 15 : Schéma de principe d’un goniomètre et photographies des deux goniomètres utilisés au 
cours de ce travail : A. le goniomètre « macroscopique » et B. le goniomètre « picoLitre ». Les 
différents cadres colorés représentent les composants du dispositif : la seringue en rouge, la source 
lumineuse en jaune, le zoom optique en violet et la caméra CCD en vert. 
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 Le second, le goniomètre « picoLitre », permet de réaliser un balayage d’une portion 
de 5x5 mm2 de la surface de manière automatique en « projetant » des gouttes d’eau distillée 
de 300 picolitres  (Ø = 100 µm) espacées de 250 µm les unes des autres grâce à une unité de 
dosage piézoélectrique (Goniomètre DSA100M, Krüss, Palaiseau, France, Figure 15.B). 
L’image de la goutte est obtenue dans les mêmes conditions que précédemment mais il est 
nécessaire d’avoir un rapport d’agrandissement x20. Une procédure automatique d’acquisition 
d’images enregistre l’évolution de la goutte à partir d’un temps antérieur au contact avec la 
surface, pendant 2 secondes (temps suffisamment long pour que la goutte s’évapore). On peut 
en extraire la cinétique de l’angle de contact de la goutte qui peut révéler selon les cas 
l’évaporation simple ou des processus simultanés d’évaporation et d’adsorption du liquide 
dans la surface. 
 
II – 2  – 3 : La spectroscopie de Génération de Fréquence Somme (SFG) 
 
 Les SAM d’ODT ont été caractérisés à l’échelle moléculaire par spectroscopie 
vibrationnelle SFG. La SFG comme nous l’avons mentionné dans le chapitre I, est une 
méthode d’optique non linéaire dont nous rappellerons ici les principes de base. Il s’ensuit une 
présentation de la spectroscopie SFG vibrationnelle femtoseconde telle qu’elle a été utilisée 
dans cette étude et du dispositif expérimental. 
 
L’optique non linéaire 
 
 En présence d’une onde électromagnétique, tous les matériaux présentent une réponse 
linéaire face à l’excitation du milieu par le champ électrique. Cette réponse est due à 
l’oscillation des charges mises en mouvement par le champ électrique de l’onde, qui fait 
apparaître un dipôle oscillant de volume qui rayonne à la fréquence de l’onde incidente et se 
traduit par l’émission de faisceaux réfléchi et transmis. Des effets non linéaires en fonction de 
l’intensité du champ peuvent être observés si le champ électrique est suffisamment  intense et 
uniquement sur certains matériaux (appelés communément milieux non linéaires). L’intensité 
nécessaire ne peut pas être atteinte avec les sources de lumière incohérentes. C’est la raison 
pour laquelle l’optique non linéaire ne s’est développée qu’à partir des années 1960 avec la 
découverte du laser. Expérimentalement, si une onde de pulsation ω est envoyée sur un milieu 
et que ce dernier réémet d’autres ondes à des pulsations 2ω, 3ω, 4ω, etc… alors on est en 
présence d’effets non linéaires (79) (80) (81). 
 
 La description des effets non linéaires repose sur les équations de Maxwell. On peut 
décomposer le champ électrique 	en série de Fourier sur toutes les fréquences éclairant le 
matériau  de vecteur d’onde km à la pulsation ωm : , 
  	  ,  
avec  r, le vecteur position d’un point de l’espace (xyz) 
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,  =  ,,  
ei : le vecteur unitaire pointant dans la direction d’espace i  , l’amplitude du champ ,  = 	    où n est l’indice de réfraction du milieu et c, la célérité de la lumière. 
 
 Lorsqu’une onde lumineuse traverse un matériau, ce dernier induit une polarisation P 
s’écrivant sous la forme :  , 
 = 	 ,  =	! 	"	 
avec              ! = P(1)  + P(2)  + P(3)  + …     
La polarisation se décompose en une somme de termes : du premier ordre P(1) variant comme 
le champ excitateur (polarisation linéaire), du second ordre P(2) variant comme le carré du 
champ excitateur, du troisième ordre P(3) variant comme le cube, etc… (polarisations non 
linéaires).  
Celle-ci peut également s’écrire comme une somme de composantes de Fourier spatiales et 
temporelles :  , 
 = 	  !#,,# "$  
avec Pi(p)(ωm) : la densité de polarisation à l’ordre p dans la direction de l’espace i 
  # = 	∑ !#,,  
 $ =	∑ &#'(  
 
 En optique linéaire, le matériau est caractérisé par sa susceptibilité linéaire χ(1) qui 
décrit entièrement la façon dont la polarisation d’un milieu dépend des champs électriques 	auxquels il est soumis. A l’ordre 1 (optique linéaire), la relation entre P(1) et E s’écrit :  (, 
 = 	 )*(. , 
 
avec  ) : la permitivité du vide 
 χ(1) est donc un tenseur de rang 2, représenté par une matrice 3x3 symétrique 
d’élément *'(	dans un repère cartésien (x, y, z) donné, sans dimension. 
 
En faisant intervenir les composantes cartésiennes, la polarisation linéaire s’écrit :  ( =)*'(' = ,µ'  
avec µ : le moment dipolaire des entités constituant le milieu, par exemple des molécules  
 N : leur densité volumique 
 Les indices i, j correspondent aux composantes cartésiennes (x, y, z) des grandeurs 
vectorielles. 
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De même, en optique non linéaire à l’ordre 2, la polarisation d’ordre 2 s’écrit :  -, 
 = 	 )*--, 
 
où χ(2) est la susceptibilité non linéaire à l’ordre 2, un tenseur de rang 3 possédant 33 = 27 
éléments, ayant pour dimension l’inverse d’un champ électrique (m.V-1). 
 
 Ainsi, le matériau présentera différentes composantes non linéaires *'.-	définies par 
l’équation suivante :  -	 + 0	 = 	 )*'.-',. 	 +	0, , 0'.0 
 
 Finalement, l’intensité I(ω) émise par le matériau est égale au module carré du champ 
rayonné par la polarisation : Iω = 	 ||- ∝ | |- 	= 	 | 5 +  65|- 
où  5	et  65 sont les polarisation linéaires et non linéaires respectivement. 
 
 En pratique, on utilise une ou deux fréquences. Dans ce dernier cas, le champ 
électrique E est composé de deux ondes monochromatiques de pulsation ω1 et ω2                  
(E = E1 + E2). On peut alors obtenir différentes spectroscopies (Figure 16) : 
- Si ω1 ≠ ω2 et si ω1 + ω2 = ω3 : on réalise de la Génération de Fréquence Somme 
(SFG) (118). 
P(2)(ω1 + ω2 = ω3) = ε0χ(2)( ω1 + ω2)E1E2 
et 89:; 	 ∝ 	 < -ω=<> ∝	 <*-ω=<>8(8- 
Il est à noter que l’émission SFG correspond à une transition Raman : le niveau énergétique 
supérieur dans la Figure 16 peut être réel ou virtuel. 
 
- Si ω1 = ω2 et si ω1 + ω2 = 2ω : on obtient la Génération de Seconde 
Harmonique (SHG). 
P(2)(2ω) = ε0χ(2)(2ω)E12 
et 89?; 	 ∝ 	 < -2ω<> ∝	 <*-2ω<>8(- 
 
- Si ω1 ≠ ω2 et si ω1 - ω2 = ω3 : on réalise de la Génération de Différence de 
Fréquences (DFG). 
P(2)(ω1 - ω2) = ε0χ(2)( ω1 - ω2)E1E2 
et 8A:; 	 ∝ 	 < -ω( −ω-<> ∝	 <*-ω( −ω-<>8(8- 
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Figure 16 : Les différentes techniques spectroscopiques non linéaires d’ordre 2 : description en 
termes de niveaux d’énergie de : A. La spectroscopie SFG, B. la spectroscopie SHG, et C. la 
spectroscopie DFG. Les niveaux d’énergie en traits pointillés peuvent être réels ou virtuels. 
 
 La raison pour laquelle les processus de second ordre sont exploités comme sonde des 
interfaces est que dans les milieux centro-symétriques (les plus répandus), la réponse SFG est 
rigoureusement nulle. En effet, dans le cas d’un solide possédant un centre d’inversion (milieu 
centro-symétrique), si l’application d’un champ E produit une polarisation P, alors 
l’application d’un champ - E produit une polarisation - P :   − -( + - = 	 )*'.-( + - C−'(D E−.-F',.  	− -( + - = 	 )*'.-( + -'(.-',. 																		 
                     − -( +- = 	 -( + -                       
Ceci est valable pour tout i, j, k donc P = - P or P ≠ G	ce qui implique nécessairement que 
χijk(2) = 0 : les milieux possédant un centre d’inversion ne génèrent donc pas d’effets non 
linéaire d’ordre 2.  
 
 Dans ces milieux, la spectroscopie SFG permet donc de sonder spécifiquement 
l’interface (où la symétrie est brisée) sans aucun signal parasite provenant du volume du 
solide. C’est un avantage considérable par rapport à la spectroscopie linéaire d’absorption IR 
par transformée de Fourier avec laquelle les signaux d’absorption par les molécules de la 
surface sont de 10-3 à 10-4 fois moins intenses que la réponse du volume, ce qui la rend très 
difficile à mettre en œuvre. 
Ep
A : SFG
ω1 + ω2 = ω3
B : SHG
2ω1 = ω3
C : DFG
ω1 - ω2 = ω3
χ(2)
ω1
ω2
ω3
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La spectroscopie SFG vibrationnelle femtoseconde 
 
Méthode expérimentale 
 
 Dans le cadre de ce travail, nous avons utilisé la spectroscopie de Génération de 
Fréquence Somme (SFG) afin d’étudier la SAM d’ODT.  
 Les molécules d’ODT contiennent une fonction thiol S-H (l’atome d’hydrogène se 
dissociant lors de l’adsorption sur l’or), 17 groupes méthylène CH2 et un groupe méthyle CH3 
en bout de chaîne. En utilisant un faisceau infrarouge accordé sur les modes de vibration 
d’élongation C-H des groupes méthylènes et méthyle (cf. chapitre II – 1 – 2), il est alors 
possible de sonder la SAM d’ODT. 
 
 Expérimentalement deux faisceaux dont on contrôle les recouvrements  temporel et 
spatial sont envoyés colinéairement sur l’échantillon. Le premier faisceau est centré à la 
fréquence infrarouge  ω1 = ωIR = 2900 cm-1 (λIR ≈ 3,4 µm). En tenant compte de la largeur 
spectrale du laser, ce faisceau recouvre les transitions vibrationnelles v’’ = 0 → v’ = 1 
d’élongation C-H des groupes CH2 et CH3 de l’ODT. Le second faisceau est centré à la 
fréquence visible ω2 = ωvis = 12 407 cm-1 (λvis = 806 nm, la longueur d’onde visible a été 
choisie en tenant compte des propriétés des filtres dichroïques utilisés pour séparer la SFG du 
faisceau visible avant le détecteur, cf. ci-après). Par effet non linéaire d’ordre 2, le faisceau 
émis sera à la fréquence ωIR + ωvis = ωSFG dans le domaine des fréquences du visible (vers  
650 nm). La SFG permet de sonder des niveaux vibrationnels tout en réalisant l’acquisition 
des spectres dans le domaine du visible. On gagne alors en sensibilité puisque l’on peut 
utiliser des détecteurs dans le visible qui sont plus sensibles que ceux infrarouges et surtout du 
fait que le rayonnement thermique est beaucoup plus faible dans le domaine visible que dans 
l’infrarouge.  
 
 Le laser utilisé pour réaliser la spectroscopie SFG est un laser impulsionnel 
femtoseconde dont la durée est de l’ordre de 100 fs (cf. ci-après). L’avantage majeur 
d’effectuer la spectroscopie SFG avec des impulsions laser très courtes temporellement est 
d’obtenir des spectres très larges dans le domaine des fréquences (environ 150 cm-1 à mi-
hauteur). Ainsi, toutes les vibrations d’élongation C-H du support sont sondées sans avoir 
besoin de réaliser un balayage de la fréquence du laser. On évite toute dérive lente qui 
contribuerait au bruit spectral. Un autre avantage de la spectroscopie SFG impulsionnelle 
femtoseconde est qu’avec une puissance moyenne comparable à celle d’un laser continu de 
faible puissance (1mW) on obtient une puissance crête infiniment supérieure (10MW pour des 
impulsions de 100 fs, d’énergie 1µJ et de cadence 1kHz) ce qui permet d’obtenir une plus 
grande efficacité des processus non linéaires et donc plus de signal SFG en produisant un 
échauffement négligeable de la surface sondée. 
 De plus, en SFG, on mesure l’émission Raman : la résolution correspond donc à la 
largeur spectrale des niveaux supérieurs de la Figure 16, qui est égale à celle de l’impulsion 
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du laser visible. Dans le cadre de nos expériences, la largeur spectrale du laser visible est de 
quelques cm-1 (cf. paragraphe ci-après). 
 La spectroscopie SFG combine donc deux avantages pour étudier 
spectroscopiquement des interfaces (solides centro-symétriques) / (molécules adsorbées à leur 
surface) : sélectivité de l’interface et sensibilité grâce à la détection dans le visible. Elle est 
également non destructive ce qui représente un avantage majeur lorsqu’on souhaite étudier 
des échantillons biologiques. Comme il sera démontré dans le chapitre II – 2 – 4, la 
spectroscopie SFG permet d’obtenir différents types  d’informations sur le système et donc 
une description relativement complète du système étudié : 
- une information chimique : les groupes fonctionnels sondés sont-ils présents ? 
- une information structurale : quelle est la conformation / orientation des 
différentes espèces chimiques ? 
- une information environnementale (à travers les fréquences et largeurs des 
transitions vibrationnelles sondées) : quel est l’environnement chimique des 
groupes sondés par SFG ? 
 
Les différents milieux non linéaires utilisés dans notre étude 
 
 Suivant le type de réponse observée en SFG, les différents milieux sondés peuvent être 
classés en trois catégories (Figure 17) dont deux ont été étudiés dans le cadre de ce travail : 
- lorsque le milieu étudié ne présente pas de niveaux vibrationnels mais possède 
un continuum d’états électroniques en résonance avec le laser infrarouge 
(Figure 17.A), toutes les composantes spectrales de l’infrarouge vont induire la 
même réponse SFG dite non résonnante qui sera modulée par le profil spectral 
du laser. Lorsque seule une réponse non résonnante est obtenue, le spectre SFG 
permet de mesurer directement le spectre du laser infrarouge, qui en pratique 
est une Gaussienne dès lors que le laser a été bien réglé. 
Ceci est le cas pour le cristal non centro-symétrique d’arséniure de gallium GaAs (111) qui a 
l’avantage d’avoir une forte réponse non résonnante SFG sur toute la gamme de fréquences 
utilisée dans ce travail : entre 1600 et 3500 cm-1. En effet, ce cristal possède un gap d’énergie 
de 1,43 eV entre sa bande de conduction et sa bande de valence : si ωSFG > 11 521 cm-1, il 
peut y avoir résonance et donc émission efficace de SFG (ce qui est le cas pour la fréquence 
visible utilisée dans notre dispositif expérimental). On l’utilise en pratique pour réaliser des 
spectres de référence (cf. chapitre II – 3 – 2). 
- lorsque la pulsation infrarouge est en résonance avec des transitions 
vibrationnelles (par exemple, celles des molécules d’une interface) et qu’il y a 
une réponse non résonnante du système, un terme d’interférence apparaît entre 
le signal résonnant (d’origine vibrationnelle) et le signal non résonnant 
(d’origine électronique : il n’est pas rare que le fond « non résonnant » soit lui-
même résonnant avec des états modifiés par la chimisorption des molécules). 
L’allure du spectre SFG présentera la forme d’une Gaussienne modulée par des 
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creux ou des pics correspondant à la réponse résonnante du matériau suivant la 
différence de phase entre les contributions résonnantes et non résonnante (par 
exemple, l’interférence se traduit par des creux sur la Figure 17.B). L’intensité 
SFG peut alors être envisagée comme une combinaison linéaire d’une réponse 
résonnante et d’une réponse non résonnante (119). On obtient donc :  89:; 	 ∝ 	 I*J- +	*KJ-I- 	= 	 I*J-I- + I*KJ-I- + 2. I*J-II*KJ-I cosOJ − OKJ 
avec χR(2), la susceptibilité résonnante d’ordre 2  
 χNR(2), la susceptibilité non résonnante d’ordre 2 
 φR – φNR, la différence de phase entre la susceptibilité résonnante et non résonnante 
C’est précisément le cas du support de la SAM d’ODT adsorbée sur une couche d’or. Il est 
intéressant de remarquer que dans le cas où  χNR(2) >> χR(2), la réponse résonnante est 
amplifiée par la réponse non résonnante mais en contrepartie, l’interférence déforme le 
spectre via le terme de différence de phase. 
 
Figure 17 : Schémas de principe de la SFG : A. cas non résonnant, B. cas où une réponse résonnante 
apparaît en plus du signal non-résonnant, C. cas où seul un signal résonnant existe. Les flèches 
pleines représentent le cas où il y a une transition résonnante avec le support et les flèches en pointillé 
lorsque la transition est non résonnante. 
 
- le dernier cas rencontré en SFG est celui où le système n’a pas de réponse non 
résonnante ((Figure 17.C) et où seules les fréquences de l’infrarouge en 
résonance avec les transitions vibrationnelles donneront lieu à un signal SFG.  
C’est le cas  par exemple du monoxyde de carbone adsorbé sur du platine (seule la vibration 
interne du CO contribue à la réponse résonnante). 
 
 
 
Ep
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Le dispositif expérimental SFG 
 
 Afin de réaliser la spectroscopie SFG femtoseconde vibrationnelle, deux faisceaux 
lumineux impulsionnels sont nécessaires. Au laboratoire, nous disposons d’une chaîne laser 
femtoseconde à 800 nm et d’un amplificateur paramétrique optique (OPA) permettant 
d’obtenir des impulsions dans le domaine infrarouge. Ces deux dispositifs sont décrits ci-
dessous. Il est à noter que le dispositif expérimental est disposé dans une salle grise (en sur-
pression comportant un sas d’entrée, où le port de sur-chaussures est obligatoire) contrôlée en 
température (T ≈ 23°C, avec une stabilité en température meilleure que 1°C). 
 
La chaîne laser 
 
 
Figure 18 : Vue schématique (à gauche) et photo de la chaîne laser (à droite). 
 
 Le dispositif laser, représenté sur la Figure 18, est un ensemble comprenant différents 
« étages » : 
- un laser continu Nd : YVO4 (orthovanadate d’yttrium, Coherent Verdi) pompe un 
oscillateur (Coherent Mira) fonctionnant en blocage de modes et possédant un cristal 
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Titane : Saphir (Ti : Sa) comme milieu à gain. L’oscillateur permet d’obtenir des 
impulsions de 80 femtosecondes autour de 800 nm, à une cadence de 80 MHz, de 
puissance moyenne de 600 mW. L’énergie obtenue par impulsion est d’environ 6 nJ 
ce qui est trop faible pour pomper l’amplificateur paramétrique optique (OPA) qui 
produit les impulsions infrarouge (cf. ci-dessous).  
 
Il faut donc amplifier les impulsions de l’oscillateur Ti : Sa pour pouvoir pomper l’OPA. Le 
système utilisé est un amplificateur régénératif (RGA, Thalès Laser ALPHA 1000) constitué 
d’un étireur, d’un amplificateur et d’un compresseur (Figure 19). 
 
 
Figure 19 : Vue schématique de l’effet de l’amplificateur régénératif sur les impulsions du laser Mira. 
 
- les impulsions obtenues par le laser Mira sont tout d’abord étirées par multi-passages 
sur un réseau de diffraction au sein de l’étireur avec une géométrie appropriée. On 
obtient alors des impulsions environ 6000 fois plus longues (480 ps) que les 
impulsions initiales et de puissance crête suffisamment faible pour entrer dans 
l’amplificateur sans risque d’endommager le cristal (sans l’étirement, les impulsions 
après amplification dépasseraient le seuil de dommage qui est de l’ordre de                 
5 GW.cm-2). 
 
- les impulsions sont ensuite amplifiées à une cadence réduite de 80 MHz à 1 kHz dans 
une cavité amplificatrice comprenant un autre cristal Ti : Sa pompé par un laser     
Nd : YLF (Thalès Laser) pulsé, d’énergie 10 mJ par impulsion. Il est malheureusement 
impossible de créer des impulsions à cette intensité à la cadence de 80 MHz. 
 
- enfin, ces impulsions sont raccourcies dans le domaine temporel grâce au compresseur 
(i.e. 4 passages sur un réseau de diffraction identique à celui de l’étireur, avec une 
géométrie différente). Des impulsions de 120 fs à 800 nm sont obtenues en sortie de 
l’amplificateur régénératif. L’énergie par impulsion est de 800 µJ. Ce dispositif 
permet donc  d’obtenir des impulsions de durée comparable à celles de l’oscillateur 
Mira mais avec une énergie par impulsion environ 100 000 fois plus importante. En 
contrepartie, le taux de répétition des impulsions s’en trouve diminué à la valeur de     
1 kHz. L’énergie obtenue est maintenant suffisante pour générer des impulsions IR à 
l’aide de l’OPA. 
 
 
étirement compressionamplification
X 6000
Amplificateur génératif 
période
12 ns
période
1 ms
/ 6000
X 105
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Le principe de fonctionnement de l’OPA  
 
 L’amplificateur paramétrique optique (OPA) est un dispositif qui permet de convertir 
des fréquences. Il repose sur des phénomènes d’optique non linéaire se produisant au sein des 
cristaux non linéaires (80) (120). Au sein de notre OPA, deux cristaux non linéaires sont 
utilisés : 
- un cristal de Bêta Borate de Baryum (β-BaB2O4 ou BBO) qui permet de générer deux 
longueurs d’onde ω2 et ω3 (appelées « signal » et « idler » respectivement – par 
convention ω2 > ω3) à partir d’un faisceau incident à la fréquence ω1 (appelé 
« pompe »), les trois fréquences étant reliées par la relation ω1 = ω2 + ω3. Ce processus 
de conversion est appelé effet paramétrique (expliqué ci-dessous). Il ne repose pas sur 
le pompage optique : le cristal n’absorbe aucune des trois ondes. Il n’intervient que par 
ses propriétés anisotropes en permettant un accord de phase favorable entre les trois 
ondes dans une certaine orientation. Il s’agit de conversion d’énergie d’un faisceau 
vers les deux autres par création d’une paire de photons « signal » et « idler » à partir 
d’un photon « pompe ». D’autres effets non linéaires, parasites pour l’OPA, peuvent 
aussi se produire dans le BBO (génération d’harmoniques). Le BBO est transparent 
entre 0,19 et 2,6 µm, ce qui détermine son domaine spectrale utile (121). 
- un cristal de thiogallate d’argent (AgGaS2) qui permet de générer des fréquences IR  
(ω1 – ω2) plus lointaines que ω1 et ω2 par différence de fréquence. Ce cristal non 
linéaire est transparent dans un large domaine (entre 0,47 et 13 µm) (120) (122).  
 
Figure 20 : A. Principe de l’effet paramétrique dans un cristal non linéaire et B. Interprétation 
quantique du processus de mélange paramétrique, conservation de l’énergie. 
 
 Suivant les intensités relatives incidentes des trois ondes ω1, ω2, ω3 (où on suppose    
ω1 > ω2 et ω1 = ω2 + ω3), on peut obtenir différents effets, car l’efficacité du processus 
paramétrique dépend du nombre de photons dans chaque onde et peut être inversé (à la 
manière d’un équilibre chimique qui peut être déplacé par excès de l’un des réactifs). En 
général, pour que le processus soit efficace lors d’une traversée du cristal, il faut que l’onde 
qui doit être convertie soit la plus intense, et qu’une autre onde ait une intensité non nulle : par 
exemple ω1 intense, ω3 peu intense, ω2 nulle permet d’obtenir l’effet paramétrique tel que 
désiré dans notre cas (création de faisceaux IR de fréquences plus faibles) : ω1 → ω2 + ω3. 
L’effet paramétrique « inverse » est obtenu lorsque deux faisceaux ω2 et ω3 sont incidents : la 
pulsation ω1 est alors créée (Figure 20). 
χ(2)
BBO
ω1 = ωpompe
ω2 = ωsignal
ω3 = ωidler créée
A. B.
Ep
ω1 
ω2 
ω3 
ω1 atténuée
ω2  amplifiée
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 Pour que le processus ait lieu, la relation de conservation de la quantité de mouvement 
des photons p (p = ħk) doit être vérifiée :  
     ∆k = k1 - k2 - k3 = 0   (accord de phase) 
 
Bien entendu, le processus d’amplification n’est efficace que lorsque : 
- l’accord de phase est réalisé (ce qui impose que les impulsions aient les bonnes 
polarisations, que le cristal soit bien orienté, et que l’angle d’incidence soit réglé pour 
le couple de longueurs d’onde désiré). Il existe deux combinaisons distinctes de 
polarisations permettant l’effet paramétrique, dites de types I et II. Notre OPA 
fonctionne en type II : les faisceaux « pompe » et « idler » ont la même polarisation. 
- les faisceaux incidents sont superposés spatialement  
- les impulsions incidentes sont synchronisées temporellement. 
 
 L’accordabilité en fréquence des faisceaux de pulsation ω2 et ω3 est obtenue en 
tournant le cristal non linéaire générant l’effet paramétrique. Notre faisceau « pompe » ayant 
pour longueur d’onde ≈ 800 nm, l’effet paramétrique génère un faisceau « signal » accordable 
entre 1,1 et 1,6 µm, et un faisceau « idler » accordable entre 1,6 et 2,9 µm, les limites de 
longueur d’onde étant imposées par l’absorption du BBO. 
 
Les chemins optiques au sein de l’OPA 
 
 
 Le faisceau obtenu à la sortie de l’amplificateur régénératif à 800 nm, polarisé 
verticalement suite à un passage dans un ascenseur entre dans l’OPA et est divisé en deux 
faisceaux grâce à une séparatrice (Figure 21) : 
- le premier faisceau (très peu intense) passe à travers une lame λ/2 et un polariseur qui 
permettent de régler son intensité. Il est ensuite focalisé sur un cristal de saphir qui va 
générer un continuum de lumière blanche par effets non linéaires d’ordres supérieurs. 
Ce continuum est suffisamment large spectralement pour contenir la fréquence 
« signal » que l’on souhaite par la suite amplifier.  
- le second faisceau est appelé faisceau « pompe ». Il est de nouveau divisé en deux 
parties pour donner lieu à ce qu’on appelle le faisceau de première et de deuxième 
pompe, d’énergies relatives environ 20 et 80 % respectivement.  
 
 Dans un premier temps, les faisceaux « première pompe » et « continuum » sont 
envoyés colinéairement dans le cristal BBO permettant ainsi de réaliser un premier effet 
paramétrique relativement peu efficace : l’intensité de l’onde à fréquence « signal » contenue 
dans le faisceau « continuum » est amplifiée et un faisceau complémentaire (« idler ») est 
produit. Une ligne à retard permet de superposer temporellement les deux ondes incidentes 
dans le cristal de BBO.  
 Dans un deuxième temps, le faisceau « deuxième pompe » est envoyé dans le cristal 
de BBO, superposé spatialement et temporellement (grâce à la seconde ligne à retard) au 
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faisceau « idler » créés par la « première pompe », ce qui permet d’amplifier les ondes 
« signal » et « idler ». 
 Le faisceau « deuxième pompe » à 800 nm est ensuite séparé des faisceaux « signal » 
et « idler » grâce à une séparatrice. Il s’agit du faisceau appelé par la suite faisceau visible à la 
pulsation ωvisible qui sera utilisé pour les expériences SFG après mise en forme spectro-
temporelle. 
 Finalement, les faisceaux « signal » et « idler » sont envoyés sur un second cristal non 
linéaire d’AgGaS2 où une différence de fréquence se produit permettant l’obtention d’un 
faisceau infrarouge polarisé horizontalement à la fréquence ωIR = ωsignal - ωidler. L’énergie de 
ce faisceau IR en sortie de l’OPA est de l’ordre de 3 à 5 µJ. Le rendement de conversion 
n’étant pas total, des résidus de faisceaux « signal » et « idler » existent à la sortie du cristal : 
ils sont éliminés et séparés du faisceau infrarouge grâce à un filtre.  
 
 
Figure 21 : Vue schématique de l’OPA et des différents trajets optique des faisceaux lumineux. Le 
faisceau en rouge représente le faisceau « pompe » à 800 nm (ωpompe, venant de la chaîne laser 
femtoseconde), en violet : le faisceau « continuum », en vert : le faisceau « idler » créé par le premier 
passage dans le cristal BBO, en bleu : le faisceau « idler + signal » amplifié après le second passage 
par le cristal BBO, et en bordeaux : le faisceau infrarouge obtenu après passage par le cristal AgGaS2 
(ωcrééAgGaS2 = ωsignal-ωidler =ωIR). 
 
 En fonction des angles des cristaux non linéaires par rapport aux faisceaux incidents, 
différentes fréquences infrarouges peuvent être obtenues (Tableau 1). Expérimentalement, 
notre dispositif OPA couvre un large domaine spectral et permet d’obtenir des fréquences 
infrarouges comprises entre 2,5 et 9 µm soit entre 1100 et 4000 cm-1. 
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cristal AgGaS2
Faisceau de la chaîne 
laser 800 nm
ωcontinuum
IR 
(2,5 - 9 µm)
filtre
lame λ/2
cristal 
de saphir
ωpompe
ω idler
ω2ème pompe
polariseur
Séparatrice
Miroir
Lentille
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Angle du cristal de BBO (°) Angle de l’AgGaS2 (°) Gamme spectrale du faisceau 
infrarouge (cm-1) 
38 163 2750 - 3100 
39 130 2000 – 2300 
39 126 1800 – 2000 
37,5 118 1600 - 1800 
Tableau 1: Combinaison du positionnement des cristaux de BBO et d’AgGaS2 et gamme spectrale 
infrarouge obtenue. Données expérimentales. 
 
En résumé, le dispositif OPA peut se traduire par les conversions suivantes : 
- au sein du cristal BBO, on a : ωpompe          ωsignal + ωidler  (effet paramétrique) 
On a amplification de l’onde à la pulsation ωsignal contenue dans le continuum et création de 
l’onde à la pulsation ωidler.  
- au sein du cristal AgGaS2, on a : ωsignal - ωidler        ωIR (DFG). 
 
Le montage optique de spectroscopie SFG 
 
 Les faisceaux dits « visible » (≈ 800 nm) et « infrarouge » (2,5-9 µm) sont tous les 
deux polarisés horizontalement et de durée ≈ 120 fs pour le « visible » (mesuré par 
autocorrélation et ≈ 140 fs pour l’IR (mesuré par cross-corrélation par un processus de 
somme de trois fréquences « vis+IR+IR », (123)).  
 
 Afin d’obtenir la résolution spectrale de SFG nécessaire à l’étude des spectres de la 
SAM d’ODT sur une couche d’or (de l’ordre de quelques cm-1), le faisceau visible est 
raccourci spectralement par passage dans un façonneur d’impulsions (« pulse-shaper »,  
Figure 22). Il s’agit d’un dispositif dit «4f » constitué de deux réseaux et de deux lentilles de 
même focale f. Les composants sont disposés à des distances égales à la distance focale de la 
lentille. Globalement le dispositif n’introduit aucune dérive de fréquence (chirp) s’il est bien 
réglé. Au centre du dispositif, le spectre de l’impulsion incidente est focalisé (plan de  
Fourier) : on peut donc y insérer un dispositif modifiant le spectre de l’impulsion. Le plus 
simple est une fente de largeur réglable (appelé également masque), qui permet de 
sélectionner la longueur d’onde souhaitée (ici autour de 800 nm) et sa largeur spectrale. Bien 
entendu cette opération réalisée dans le domaine spectral a une répercussion dans le domaine 
temporel : la durée du paquet d’ondes incident dépend du verrouillage de phase sur toute la 
largeur spectrale incidente. Les fréquences manquantes après réduction de la largeur 
modifient les interférences entre les composantes spectrales transmises et ne permettent pas 
de conserver la durée de l’impulsion qui va s’allonger jusqu’à quelques picosecondes pour la 
gamme de largeurs spectrales dont nous avons besoin. 
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Figure 22 : Principe du « pulse-shaper » – montage « 4f » A. Ligne à dispersion nulle : l’onde n’est 
pas modifiée (à l’exception d’une perte d’intensité au passage sur les réseaux). B. Ligne à dispersion 
nulle avec un masque dans le plan de Fourier : l’onde est façonnée, elle est rétrécie spectralement et 
donc allongée temporellement.  
 
 Dans le cadre de nos expériences, le pulse-shaper ainsi que le trajet optique sont 
repliés sur eux-mêmes par l’ajout d’un miroir plan derrière le masque ce qui permet de diviser 
par deux le nombre d’éléments optiques et un gain de place sur la table optique (Figure 23). A 
travers ce dispositif, l’impulsion visible femtoseconde devient donc picoseconde. Le faisceau 
infrarouge n’est pas modifié (femtoseconde) et reste donc plus large spectralement       
(environ 150 cm-1 à mi-hauteur) que le faisceau visible. 
 
 
Figure 23 : Trajets optiques des faisceaux visible (en rouge puis en rose après façonnage par le pulse-
shaper) et infrarouge (en bordeaux) jusqu’à l’échantillon. Le faisceau en bleu représente la 
combinaison de ces deux faisceaux. L’émission SFG obtenue après passage sur un échantillon est 
représentée par un faisceau noir. 
 
 Les faisceaux infrarouge et visible sont ensuite recombinés colinéairement sur la face 
réfléchissante d’un miroir dichroïque en ZnSe (transparent entre 1 et 21 µm) puis envoyés 
vers l’échantillon avec un angle d’incidence d’environ 66° par rapport à la normale à cet 
ligne à retard 
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Signal SFG
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ascenseur 
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vers
détecteur
IRVisible
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fente  
Pulse-shaper
repliéréseau  
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échantillon. Une lentille en CaF2 de distance focale f = 10 cm juste avant l’échantillon permet 
de focaliser les faisceaux au voisinage de celui-ci afin d’optimiser le signal SFG. En raison de 
la dispersion de CaF2, les points focaux des faisceaux visible et IR ne sont pas identiques. Le 
faisceau visible est focalisé devant l’échantillon et le faisceau IR plutôt derrière. Le faisceau 
IR ne peut pas endommager l’échantillon même si son point focal est sur l’échantillon. Il n’en 
est pas de même du faisceau visible, dont le point focal doit être gardé suffisamment loin de 
l’échantillon. Le diamètre du spot sondé par SFG a été estimé à une centaine de microns 
(123). Le passage par divers ascenseurs permet d’obtenir des faisceaux visible et infrarouge 
polarisés p sur l’échantillon (Figure 24), ce qui est nécessaire pour les échantillons 
métalliques sur lesquels les champs polarisés s sont extrêmement faibles. Une ligne à retard 
est également présente afin de superposer temporellement les deux faisceaux. Avant 
l’acquisition des spectres SFG, les faisceaux infrarouge et visible résiduels sont éliminés par 
passage par des filtres dichroïques qui ne laissent passer que le faisceau SFG. Le taux de 
réjection de quatre filtres est de 10-16. 
 
 
Figure 24 : Polarisation s (contenue dans le plan perpendiculaire au plan d’incidence du champ E en 
violet) et polarisation p (contenue dans le plan parallèle au plan d’incidence du champ E en vert) 
d’une onde électromagnétique (E, B), (en rouge).  
 
 Finalement, l’émission SFG peut être détectée au choix par deux caméras CCD 
(Charge Coupled Device) qui sont placées derrière un monochromateur : 
- une caméra CCD (Roper Pixis) refroidie à -70°C par effet Peltier à trois étages. Le 
bruit de fond ne provient alors que de la lumière diffuse résiduelle présente dans la 
pièce (écrans d’ordinateurs, voyants des appareils, jauges à vide,...), du processus de 
lecture (quelques coups par lecture) et du bruit statistique. Il faut préférer une 
exposition longue du détecteur à la sommation de spectres qui multiplie le bruit de 
lecture par le nombre de spectres sommés et peut le rendre dominant. La lumière 
diffuse peut être mesurée, lissée et soustraite efficacement. Le rapport signal sur bruit 
est finalement limité par le bruit statistique. Il est proportionnel à la racine carrée du 
nombre de photons détectés. Typiquement une amplitude de quelques milliers de 
coups permet d’obtenir d’excellents spectres vibrationnels. Le temps d’exposition 
nécessaire varie avec les échantillons.  
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- une caméra intensifiée (Roper Scientific) ; dans le cas de signaux faibles, le signal 
SFG peut être difficile à obtenir. Dans ce cas l’usage d’une caméra intensifiée permet 
d’augmenter la sensibilité de détection, mais au détriment du bruit spectral. 
L’intensification se fait par émission d’électrons par impact des photons SFG sur une 
photocathode. Les électrons sont accélérés par une impulsion de haute tension de 
courte durée (quelques ns) sur une galette à microcanaux puis envoyés sur écran 
luminescent qui réémet des photons sur une CCD. La présence de la tension 
d’accélération pulsée a le grand avantage d’éliminer toute contribution de la lumière 
ambiante. On peut même travailler lumière allumée.  
La caméra intensifiée est ainsi plus sensible que la caméra refroidie et sera donc utilisée afin 
d’optimiser de faibles signaux avant l’acquisition. Néanmoins, du bruit spectral est créé 
durant la phase d’amplification c’est pourquoi la caméra refroidie est privilégiée pour réaliser 
l’acquisition finale des spectres avec le logiciel WinSpec32. L’acquisition des spectres est 
effectuée en quelques dizaines de secondes pour la SAM d’ODT exposée à l’air et en 
quelques centaines de secondes lorsque la surface est exposée à une solution aqueuse, sur la 
caméra CCD (Roper Pixis) refroidie. Elle se fait dans le noir le plus poussé possible pour 
limiter la lumière ambiante. A chaque mesure de SFG sur un échantillon, un « background » 
est effectué en coupant le faisceau de l’IR pour mesurer le bruit de fond dû aux lumières 
parasites restantes de la pièce, incluant la lumière diffusée du faisceau visible. Un contrôle a 
également été réalisé en coupant le faisceau visible : aucun signal n’a été détecté. 
 En conclusion, ces différents dispositifs permettent de réaliser de la spectroscopie 
vibrationnelle de Génération de Fréquence Somme femtoseconde à large bande (broadband, 
« BBSFG ») avec une résolution spectrale de l’ordre du cm-1 en configuration dite ppp = 
faisceaux SFG, visible et infrarouge polarisés p. Un « basculeur » de polarisation des deux 
faisceaux, des polariseurs et lames λ/2 à 800 nm pour le faisceau visible, ainsi qu’un 
polariseur large bande dans le visible pour la SFG émise, sont disponibles pour des études à 
d’autres polarisations.  
 
 Au cours de ce travail, le dispositif expérimental SFG est également utilisé pour 
sonder des échantillons exposés à des solutions aqueuses. L’eau liquide absorbe dans le 
domaine infrarouge. La bande d’absorption empiète légèrement sur le spectre de notre laser 
IR. Par ailleurs, l’eau provoque la diffusion de la lumière, ce qui est très gênant pour notre 
dispositif de détection. C’est pourquoi une lame de CaF2 est placée au-dessus du substrat. Elle 
permet de limiter l’épaisseur de la couche aqueuse. Nous verrons au chapitre III – 2 que cette 
épaisseur est de l’ordre de 5 µm. 
 
II – 2 – 4 : Structure de la SAM d’ODT, spectres SFG et modélisation  
 
 La molécule d’ODT est composée d’un groupement thiol SH (l’atome H se dissociant 
lors de l’adsorption sur la surface d’or), de 17 groupes méthylène CH2 et d’un groupe méthyle 
CH3. Le spectre vibrationnel contient donc un mode S-C (trop loin dans l’IR pour qu’il soit 
détectable par SFG), des modes C-C et des modes C-H d’élongation et de pliage. Les modes 
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C-H d’élongation se trouvent dans une fenêtre atmosphérique où H2O et CO2 n’absorbent pas 
et où l’OPA fonctionne très bien : ce sont donc ces modes que nous avons choisi de sonder. 
Les vibrations C-H gardent un caractère local marqué : les modes des groupes CH2 et de CH3 
apparaissent à leurs fréquences caractéristiques habituelles. Seule la fréquence du mode de 
vibration antisymétrique du groupe CH2 est déplacée à plus faible fréquence (2918 cm-1 au 
lieu de 2924 cm-1) par l’autoassemblage. 
 Au total 7 fréquences peuvent contribuer au signal SFG dans la région spectrale 
accessible (Figure 25, Tableau 2) : 
- les vibrations d’élongation symétrique (un mode) et antisymétrique (deux 
modes dégénérés) du groupe méthyle CH3 
- la résonance de Fermi provenant du couplage entre le mode de vibration 
d’élongation symétrique de CH3 et deux quantas du mode de vibration de 
pliage (bending) de même symétrie : lorsque deux niveaux d’énergie sont très 
voisins, il suffit d’un couplage très faible pour que leurs fonctions d’onde se 
mélangent. Le niveau perturbateur apparaît alors dans le spectre, même si la 
transition correspondante est normalement interdite : c’est ainsi qu’une 
vibration de pliage apparaît dans les bandes d’élongation. 
- les vibrations d’élongation symétrique et antisymétrique des groupes 
méthylènes CH2. 
- les vibrations d’élongation symétrique et antisymétrique du groupe méthylène 
voisin du soufre qui ne possède ni le même environnement géométrique 
comme on le verra plus loin, ni le même environnement chimique que les 
autres groupes CH2. L’atome de soufre ne possédant pas la même 
électronégativité qu’un atome de carbone : 2,58 et 2,55, respectivement, 
l’atome de carbone voisin se retrouve appauvri en charges négatives alors que 
dans une liaison C-C au milieu de la chaîne d’ODT, les électrons sont répartis 
de façon homogène entre atomes de carbone (centro-symétrie locale). Il n’y a 
pas de consensus dans la littérature concernant les modes associés à S-CH2. 
Toutefois, lorsqu’il n’est pas pris en compte (ajustement à 5 fréquences, cf. 
chapitre II – 3 – 2) nous observons une différence systématique entre spectres 
expérimentaux et spectres déconvolués autour de 2905 cm-1 : nous proposons 
donc que la fréquence de S-CH2 soit 2905 ± 1 cm-1. Cette attribution est 
confortée par le fait que l’écart de 54 cm-1 entre CH2 et S-CH2 est proche de 
celui calculé ab initio dans notre groupe (cf. chapitre II – 3 – 2). L’écart entre 
les bandes de vibration symétrique et antisymétrique de S-CH2 devrait être 
semblable à celui de CH2. La fréquence antisymétrique de S-CH2 devrait alors 
se trouver autour de 2972 cm-1 : nous n’observons pas de bande à cet endroit. 
Toutefois, nos calculs de spectres SFG prévoient que l’intensité du mode 
antisymétrique est nettement plus faible que celle du mode symétrique en 
raison de l’orientation particulière de S-CH2 dans la SAM. L’attribution de la 
fréquence de 2905 cm-1 au mode d’élongation symétrique de S-CH2 semble 
donc raisonnable. L’existence d’une bande à la fréquence de 2905 cm-1 a déjà 
été rapportée par différents groupes (51) (124) (125) mais jamais attribuée. Une 
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autre étude suggère qu’une résonance de Fermi du groupe méthylène, ou 
d’autres modes de vibration d’élongation CH2, existent entre 2900 et 2920 cm-1 
(126). En ce qui concerne la fréquence du mode antisymétrique possible à  
2972 cm-1, aucune autre étude ne fait mention de son existence. Nous 
présenterons plus loin une série de résultats expérimentaux appuyant notre 
attribution, ainsi que les résultats des calculs ab initio. 
 
Certains auteurs ont suggéré que les vibrations d’élongation symétrique et 
antisymétrique du groupe méthylène voisin du groupe méthyle pourraient apparaître à une 
fréquence différente des autres CH2 du fait de son environnement chimique un peu différent 
des autres groupes CH2 : toutefois il n’y a pas d’attribution convaincante de ce mode à une 
fréquence particulière dans la littérature, et nous considérons donc qu’il apparaît à la même 
fréquence que les autres. 
 
 
Figure 25: Les différents modes de vibrations des groupes CH2 et CH3. Les fréquences sont données à 
titre indicatif et sont valables dans le cas où les groupes sont isolés (ce qui n’est pas le cas de la SAM 
d’ODT). Données adaptées de (127). 
 
Comme nous l’avons vu plus haut, dans la monocouche auto-assemblée, les 
molécules, qui sont très flexibles en phases gazeuse et liquide, parviennent à adopter 
spontanément une conformation quasi tout trans qui leur permet de s’ordonner et de constituer 
une couche quasiment solide. Le haut degré d’ordre permet de stabiliser énergétiquement la 
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monocouche grâce aux interactions de van der Waals qui sont alors attractives tout le long des 
chaînes. Plus la chaîne est longue, plus l’énergie de van der Waals mise en jeu le long de la 
chaîne est grande. Pour l’ODT, elle est à peu près équivalente à l’énergie de liaison de la 
fonction sulfure sur l’or.  
 
Tableau 2 : Fréquences de vibration des modes d’élongation de C-H de l’ODT auto-assemblé 
observées par SFG.  
Fréquence (cm-1) Intensité Attribution 
2851 Faible CH2 mode d’élongation symétrique 
2877 Forte CH3 mode d’élongation symétrique 
2905* Faible S-CH2 mode d’élongation symétrique 
2918 Faible CH2 mode d’élongation asymétrique 
2936 Forte CH3 résonance de Fermi 
2962 Forte CH3 modes d’élongation asymétriques 
≈ 2972* Faible (pas observée) S-CH2 mode d’élongation asymétrique 
* attributions proposées dans ce travail 
 
La structure des monocouches d’alcanethiols a fait l’objet d’un nombre considérable 
d’études expérimentales et théoriques. Nous en ferons un court résumé (85) : 
- l’ellipsométrie indique que l’épaisseur de la couche auto-assemblée est de 2 nm, ce 
qui indique que les molécules sont inclinées sur la surface de 30° en supposant que les chaînes 
sont en conformation « tout trans ». Cette inclinaison permet au système de concilier les 
contraintes géométriques imposées par l’adsorption sur l’or (les molécules ne pouvant pas 
s’adsorber n’importe où) et celle imposée par la portée des interactions de van der Waals (les 
chaînes doivent être à une distance optimale). 
- la SFG montre qu’après auto-assemblage l’intensité des groupements CH2 devient 
quasiment nulle, ce qui confirme que les chaînes sont « tout trans ». En effet, dans la 
conformation trans, la molécule d’ODT possède des centres de symétrie locaux situés au 
milieu des liaisons C-C des groupes méthylènes (Figure 11). Dans ce cas, les groupes CH2 de 
part et d’autre du centre d’inversion donnent des polarisations SFG égales en norme mais 
opposées : elles s’annulent deux à deux. Notons que ce raisonnement suppose implicitement 
que les modes sont locaux. La comparaison des spectres d’absorption IR et des spectres SFG 
est spectaculaire : les bandes de CH2 dominent largement le spectre d’absorption, tandis 
qu’elles sont quasiment absentes du spectre SFG.  
- la STM montre que les groupes méthyles forment des hexagones correspondant à la 
maille √3 x √3 R30° de l’or (111) sous-jacent, mais ils ne sont pas tous équivalents (deux 
hauteurs différentes) : il y a donc deux types de molécules d’ODT, caractérisées par des 
conformations différentes.  
- une étude SFG sur monocristal d’or, en fonction de l’azimuth, montre qu’il y a deux 
types de sites d’adsorption sur l’or, ce qui va également dans le sens de deux types de 
conformations. 
- une étude de diffraction X montre que les atomes de soufre de deux molécules 
voisines ne sont séparés que par 2 .2 Å (une distance plus faible que la distance de 2.9 Å qui 
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sépare deux atomes d’or), alors que les chaînes carbonées sont séparées par 5.0 Å. Ceci 
explique l’origine des deux types de conformations : les molécules sont liées par paires sur le 
substrat par un pont disulfure. Les chaînes, très proches l’une de l’autre au voisinage du 
substrat, doivent s’écarter les unes des autres pour se trouver à une distance favorable aux 
interactions de van der Waals. Elles adoptent donc une forme en L, et s’écartent 
obligatoirement de la conformation trans en pied de chaîne (Figure 26).  
 
Figure 26: Esquisse vue du dessus de la structure de la surface de la SAM d’ODT résumant les 
résultats obtenus par STM, SFG et diffraction des rayons X. Deux types de conformations coexistent 
(en noir et gris). Chacun d'entre eux présente un défaut de gauche près de la surface, ce qui entraîne 
une forme en L des molécules d’ODT pour tenir compte de l'appariement des atomes de S à une 
distance de 2,2 Å alors que les chaînes carbonées doivent rester à une distance beaucoup plus grande 
pour optimiser les interactions attractives de van der Waals. La maille √3 x √3 R30° de l’or (111) est 
rappelée en pointillés, avec les hexagones formés par les groupes méthyle. Pour plus de clarté les 
motifs de groupes CH3 et les atomes S dans la maille élémentaire sont présentés comme encarts. Il est 
à noter que le plan d'inclinaison forme un angle par rapport aux atomes d'or nus. Sur le site 
d'adsorption de la molécule située en bas à droite sont ajoutés les plus proches sites d’adsorption 
possibles : sites ternaires (en gris) et les sites pontés (en noir), et les six sites pontés possibles de B1 à 
B6 (noir) localisés à  2,2 Å de la molécule d’ODT. (85). 
 
Une étude SFG, prenant en compte l’ensemble de ces contraintes, a permis de préciser 
tous les détails de la conformation des molécules par simulation des intensités SFG relatives 
des différents modes C-H (85). Dès lors que la molécule est tout trans jusqu’au défaut de bas 
de chaîne avec une géométrie tétraédrique autour de chaque atome de carbone, la géométrie 
de l’ensemble de la molécule est en fait déterminée par trois angles en bas de chaîne     
(Figure 27, Figure 28) :  
- l’angle d’inclinaison ϴ de la chaîne alkyle par rapport à la normale à la surface (tilt) 
- l’angle de rotation Ф de la chaîne carbonée autour de l’axe moyen de la chaîne 
(twist) 
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- l’angle ψ1 caractérisant le défaut gauche du bas de la chaîne : ψ1 est l’angle de 
rotation autour de la liaison C0 – C1 entre les deux premiers groupes méthylènes 
voisins de l’atome de soufre. 
 
Figure 27 : Description géométrique de la molécule d’ODT dans le repère XYZ  avec : ϴ, l’angle 
d’inclinaison de la chaine, Ф, l’angle de rotation autour de l’axe moyen de la chaîne, ψ0, l’angle de 
rotation autour de la liaison S – C0, ψ1,  l’angle de rotation autour de la liaison C0 – C1, αSC, l’angle 
de rotation autour de la liaison Au – S et αS, l’angle formé par les atomes P0RST . NB : le schéma de 
droite est irréaliste en ce qui concerne la conformation de la molécule en pied de chaîne. 
 
Les autres angles décrivant la chaîne sont (Figure 27) :  
- ψ0, l’angle de rotation autour de la liaison S – C0 
- αS, l’angle formé par les atomes C0SAuT .  
- l’angle d’azimut αSC, angle de rotation autour de la liaison Au – S 
- l’angle d’inclinaison (tilt du méthyle) du groupe CH3 par rapport à la normale de la 
surface. 
 
 Les trois angles αSC, αS et Ψ0 sont calculables à partir des angles Θ, Φ et Ψ1. 
L’orientation du groupe méthyle est déterminée par Θ et Φ seuls. La valeur de Θ = 30° 
donnée par la littérature semblant bien établie, la comparaison des spectres SFG calculés et 
expérimentaux a donc pour but de déterminer Φ et ψ1 pour les deux conformations de 
molécules, que nous nommons A et B. Ceci a été réalisé dans la réf. (85)  dans l’hypothèse de 
modes locaux. Le tenseur de susceptibilité non linéaire d’ordre 2 a été calculé comme la 
somme des hyperpolarisabilités du mode CH3 et de tous les modes CH2 des molécules A et B, 
qui ne diffèrent les uns des autres que par leur orientation. Les hyperpolarisabilités de CH3 et 
de CH2 ont été calculées ab initio dans l’environnement d’un alcane linéaire. La géométrie 
obtenue dans la réf. (85) pour la SAM d’ODT à l’air est représentée dans la Figure 28. 
 Sachant que la chaîne est quasi tout trans, on s’attend à ce que l’intensité des modes 
CH2 ne soit pas rigoureusement nulle : c’est bien ce qui est observé en fait. Le plan des CH2 
qui se trouvent sur le défaut non trans de la chaîne alkyle (c'est-à-dire en bas de chaîne près de 
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l’atome de soufre) s’écarte trop peu du plan de la surface pour donner lieu à des bandes 
intenses : les moments de transition IR de leurs deux modes sont dans le plan de la molécule, 
et interagissent donc essentiellement avec les composantes des champs laser du plan de la 
surface, qui sont très faibles sur les métaux. Contrairement à ce qui est affirmé dans la 
littérature, la très faible intensité des modes méthylène dans les SAM d’alcanethiol n’implique 
pas que les chaînes soient strictement tout trans.  
 
 
Figure 28: Vues du dessus (à gauche) et en perspective (à droite) de la SAM d’ODT, correspondant à 
une description réaliste, respectant toutes les données de la littérature (SFG, diffraction X, STM). Les 
atomes d’hydrogène ne sont pas représentés. Les deux types de molécules A et B sont en noir et en 
gris, respectivement. On remarque que les plans des atomes de carbone de A et B sont 
perpendiculaires entre eux, que les sites d’adsorption sont pontés pour A et ternaires pour B, et que la 
forme en bas de chaîne n’est pas la même. Il en résulte que la hauteur des groupes méthyle de A et B 
est différente. 
 
Dans ce travail, la SAM d’ODT se trouve également dans un autre environnement que 
l’air : en présence d’eau pure, de protéines et de bactéries. Le simple fait de se trouver en 
présence d’eau pure modifie les spectres, car la relation de définition de l’intensité SFG fait 
intervenir les champs locaux (dans le plan des molécules). Ces champs dépendent des facteurs 
de Fresnel et n’ont donc pas les mêmes amplitudes ni directions en présence d’eau. Par 
ailleurs l’interaction des molécules d’ODT avec les molécules d’eau, les bactéries, ou les 
protéines, peut modifier la conformation des molécules et peut donc également contribuer à 
modifier les spectres : le but de cette étude est de découvrir si c’est bien le cas.  
Toutefois, les modifications attendues de la SAM d’ODT sont faibles, parce que 
l’ODT est peu réactif. Si les molécules restent autoassemblées mais ajustent leur 
conformation suite aux interactions supplémentaires qu’elles subissent, alors le degré de 
liberté qui coûte le moins d’énergie est la modification de l’angle twist Φ : il ne change pas 
l’interaction de van der Waals ; par contre il implique un ajustement en bas de chaîne (ψ1) qui 
paraît possible, car les molécules se trouvent déjà hors de la configuration trans qui est 
optimale. Un changement du tilt ϴ se traduirait par contre par un fort coût en énergie parce 
que les molécules se trouveraient à une distance inappropriée pour les interactions de van der 
Waals. Le changement de tilt s’accompagnerait donc très probablement d’écarts à la 
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conformation tout trans, qui devraient se traduire par une forte augmentation de l’intensité des 
modes CH2. Enfin si les bactéries, voire les protéines, déplaçaient les molécules d’ODT, elles 
détruiraient la structure de la SAM, ce qui se traduirait par des bandes larges et nettement 
moins intenses.  
Si on observe un spectre semblable à celui de l’air, caractérisé essentiellement par une 
modification des intensités relatives des modes de CH3, c’est que l’angle de tilt du méthyle a 
changé. Il peut avoir changé par rotation « locale » du groupe méthyle au niveau de la liaison 
C16 – C17 (écart à la conformation tout trans) ou par une rotation « globale » de la chaîne 
(angle de twist Ф de l’ODT). Dans la suite, nous allons utiliser le programme de calcul de 
spectre SFG de la référence (85), pour extraire de nos spectres l’angle de tilt du méthyle et 
l’angle de twist Ф correspondant au cas où le tilt du méthyle serait couplé à la rotation de la 
chaîne. Pour faire la différence entre les deux hypothèses, il faudrait utiliser l’intensité des 
modes CH2 pour déterminer ψ1, mais celle-ci s’avère trop peu sensible aux variations de ψ1, 
alors que l’intensité des modes CH3 est forte et extrêmement sensible à de petites variations 
du tilt du méthyle et/ou de Ф : nous n’avons donc pas pu éclaircir si le méthyle seul tourne, ou 
s’il tourne avec toute la chaîne alkyle.  
 
Déroulement du calcul 
 
 Le calcul du spectre SFG correspondant à une conformation des chaînes A et B 
d’ODT n’est pas réalisé sur une chaîne carbonée comportant 18 atomes de carbone mais 
seulement 12 carbones. En effet, il a été observé que le spectre SFG ne dépendait plus du 
nombre d’atomes de carbone au-delà de 11 groupes méthylène puisque les 
hyperpolarisabilités de deux groupes CH2 en conformation trans s’annulent strictement dans 
une approche de modes locaux. La diminution du nombre de groupes CH2 permet de réduire 
le temps de calcul. Il est à noter qu’on aurait pu se contenter de seulement 3 groupes 
méthylène. Mais pour obtenir une représentation satisfaisante des conformations dans l’espace 
réel, un plus grand nombre de groupes méthylènes est nécessaire.  
 
 Nous détaillons dans ce qui suit le contenu du programme de calcul. Dans un premier 
temps, la conformation de la molécule d’ODT « droite sur la surface» est calculée, c’est-à-
dire que ϴ et Ф sont nuls mais que ψ1 a une valeur déterminée : à l’air, pour la molécule A : 
ψ1 = 90° et pour B : ψ1 = 100°. Tous les atomes de carbone sont considérés comme 
« tétraédriques » avec une conformation tout trans, à l’exception de ψ1, y compris autour de 
l’atome de soufre auquel on a attaché formellement un atome d’or (Figure 29.A). La longueur 
des liaisons entre atomes est prise dans la littérature : 
- longueur de la liaison C-C = 1.51 Ǻ 
- longueur de la liaison S-C = 1.82 Ǻ 
- longueur de la liaison Au-S = 2 Ǻ 
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Figure 29 : Conformation de la molécule d’ODT pour ψ1 = 90° (molécule A) exposée à l’air et ses 
projections sur les différents plans lors du déroulement du calcul pour déterminer totalement la 
conformation : A. 1ère étape : la molécule est droite B. 2ème étape : on considère les angles ϴ = 30° et  
Ф = 242° et C. 3ème étape : la liaison Au-S est perpendiculaire à la surface du solide. La surface du 
solide est dans le plan (xy). 
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 Puis l’inclinaison de la molécule est choisie (angles ϴ et Ф, Figure 29.B). Alors, les 
paramètres αS, αSC et ψ0 sont calculés avec la contrainte que la liaison Au-S réaliste (soit 
perpendiculaire à la surface).  
 La géométrie correspondant aux conformations choisies des molécules d’ODT A et B 
au sein de la SAM est alors complètement déterminée, y compris l’angle de tilt du groupe 
méthyle (Figure 29.C). Le programme peut alors calculer les spectres SFG de A, de B, et des 
deux molécules A et B ensemble. 
 
Calcul du spectre SFG théorique de la SAM d’ODT 
  
Calcul du spectre SFG théorique  
 
 Tout d’abord, le spectre SFG théorique de la molécule A seule puis de la molécule B 
seule sont calculés. Pour chacun de ces calculs, différents paramètres d’entrée sont à poser : 
- les paramètres ψ1, ϴ et Ф obtenus lors de l’étape de détermination de la géométrie 
de la molécule d’ODT 
 
- les caractéristiques spectrales des différents modes de vibration de la SAM, 
supposés Lorentziens, soient les fréquences ωv, les demi-largeurs à mi-hauteur Гv et 
la phase φv déterminés par la déconvolution des spectres expérimentaux. L’existence 
des deux modes dégénérés de vibration antisymétrique du groupe CH3 est prise en 
compte car ils ne contribuent pas de la même façon au spectre SFG du fait que leurs 
moments de transition n’ont pas la même direction.  
 
- le rapport expérimental Rexp entre la bande due à la résonance de Fermi et la bande 
d’élongation symétrique du méthyle est également utilisé afin de déterminer le poids 
de la fonction d’onde du mode d’élongation dans les deux niveaux, qui détermine 
quelle est l’intensité du mode du méthyle – sans résonance de Fermi. 
 
- les indices optiques des différents milieux traversés par les faisceaux lumineux sont 
également considérés (les intensités en dépendent très fortement) (Figure 30). 
 
- les angles d’incidence, de réflexion et de transmission sont calculés en fonction des 
indices optiques de chaque longueur d’onde en tenant compte de l’angle d’incidence 
mesuré expérimentalement (66° à l’air) et de l’arrangement colinéaire des faisceaux 
infrarouge et visible (Figure 30). 
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Figure 30 : Schéma expérimental d’une expérience SFG réalisée à l’air (en haut) et dans l’eau (en 
bas) et leurs tableaux associés de valeurs des indices des milieux à considérer à l’interface SAM 
d’ODT selon la longueur d’onde. Lorsque la SAM d’ODT est en contact avec un milieu aqueux, une 
lame de CaF2 est ajoutée afin de limiter l’épaisseur de la couche d’eau (cf. chapitre III). Il est à noter 
que l’indice de la lame CaF2 n’intervient pas dans le calcul théorique du spectre SFG puisque la SAM 
d’ODT n’est pas en contact direct avec celle-ci. 
 
 A partir de ces paramètres, le spectre SFG théorique est calculé pour chaque molécule 
A et B de l’ODT en 3 grandes étapes : 
- les tenseurs de susceptibilité du second ordre χv de chaque mode de vibration sont 
calculés à partir des tenseurs d’hyperpolarisabilité moléculaires βv qui sont le 
produit de deux termes (les moments de transition dipolaires vibrationnel et Raman) 
et qui doivent être projetés dans le référentiel de la surface pour tenir compte de 
l’orientation des différents groupes CH2 et CH3 qui contribuent au spectre : *]^_ =	   `'.abcéecfg =	,hih,]^_'. `'. +	,jij,]^_'. `'.'.a'.a  
 
β'. ∝	l0<m'<no	.		pn|μ.|0rsJ − a + tГaa  
 
avec *]^_, l’hyperpolarisabilité moléculaire dans le repère de la surface (XYZ) 
 NA et NB, le nombre de molécules par unité de volume de conformation A et B 
respectivement 
 β'., le tenseur d’hyperpolarisabilité dans l’espace adapté (ijk)  
 ih,]^_'.	et ij,]^_'., une collection de rotations pour les molécules A et B 
respectivement permettant le passage de l’espace (ijk) à l’espace (XYZ) 
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800 nm
Infrarouge
3 µm
SFG
3,4 µm
nair 1 1 1
nor 0.18+i5.06 1.87+i20.2 0.18+i3
nSAM 1.5 1.5+i0.1
Visible
800 nm
Infrarouge
3 µm
SFG
3,4 µm
neau 1.326+i1.27*10
-7 1.353+i0.272 1.405+i0.0195
nor 0.18+i5.06 1.87+i20.2 0.18+i3
nSAM 1.5 1.5+i0.1
nair
nor
nSAM
Vis
IR
SFG
neau
nor
nSAM
Vis
IRSFG
nCaF2
A l’air :
Dans l’eau :
Page | 67  
 
  μk, la composante du moment de transition dipolaire infrarouge du mode de 
 vibration  
 m', la composante du tenseur de polarisabilité Raman 
 ων, la fréquence du mode de vibration ν. 
 ωIR, la fréquence infrarouge. 
 Гν, la demi-largeur à mi-hauteur de la courbe Lorentzienne relative au mode de 
vibration ν.  
Il est à noter dans notre approximation de description par modes locaux, les tenseurs 
d’hyperpolarisabilité des différents groupes méthylène sont identiques. En revanche leur 
contribution au tenseur d’hyperpolarisabilité fait intervenir leur orientation. 
Puis les composantes des champs électriques infrarouge et visible résultant sont calculés en 
tenant compte des coefficients de Fresnel, des angles d’incidence, et de la polarisation des 
lasers. 
 
- la polarisation de chaque mode de vibration est calculée dans le repère de la surface 
(XYZ) 
 
- enfin, le champ électrique SFG résultant de la polarisation calculée à la fréquence 
SFG est évalué en tenant compte des coefficients de Fresnel pour chaque mode de 
vibration v (y compris la résonance de Fermi dont le coefficient de Fresnel est 
supposé égal à celui de la vibration symétrique du groupe CH3) et pour chaque 
polarisation projetée sur chaque axe du repère de la surface (J = X, Y ou Z). On 
obtient alors le champ électrique du faisceaux SFG polarisé s et p : 
                                   9:;v =	∑ wgxa ×  aa                                                                                                                              
                                9:;z =	∑ w#{a ×  aa +	∑ w#|a ×  aa  
avec   ESFGs, le champ électrique SFG polarisé s 
 ESFGp, le champ électrique SFG polarisé p 
 Pv, la polarisation du mode de vibration v 
 LiJv, les coefficients de Fresnel  
 i = s ou p 
La polarisation s est sur l’axe Y alors que la polarisation p du faisceau se projette sur les axes 
X et Z. 
 
 Les intensités SFG de chaque mode de vibration de la molécule A et B de la SAM 
d’ODT sont alors obtenues grâce aux relations suivantes : 89:;} =	|w~a ×  a|2,  
                      89:; =	 <9:;v<2 +	I9:;zI 2 
avec  ISFG, l’intensité totale du spectre SFG 
 et ISFGv, l’intensité du mode de vibration v de la molécule 
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Calcul du spectre SFG théorique total de la SAM d’ODT 
 
 Pour déterminer le spectre SFG théorique total de la SAM d’ODT, il suffit de sommer 
les susceptibilités non linéaires du second ordre de la molécule A (*aé	- ) et de la 
molécule B (*aé	- ) pour chaque mode de vibration v : *a- =	*aé	- +	*aé	-  
 Ensuite, il ne reste plus qu’à déterminer les polarisations et les champs électriques 
équivalents. On obtient alors l’intensité SFG de chaque mode de de vibration de la SAM 
d’ODT. 
 
Détermination de la conformation expérimentale de la SAM d’ODT 
 
 La dernière étape pour déterminer la conformation réelle de la SAM d’ODT est de 
comparer les spectres SFG théorique et expérimental : 
- si les intensités des modes de vibration du groupe CH3 calculées sont les même que 
celles trouvées suite à la déconvolution du spectre SFG expérimental, alors les 
conformations réelles de l’ODT des molécules A et B sont celles entrées dans le 
programme de calcul SFG ; 
 
- si ce n’est pas le cas, alors la conformation donnée n’est pas la bonne : de nouveaux 
paramètres ψ1, ϴ et Ф sont choisis pour les molécules A et B. On recalcule le 
spectre SFG théorique de chaque type de molécules puis le spectre global et on 
confronte de nouveau ce résultat à l’expérience. On réitère ce procédé jusqu’à 
obtenir les mêmes intensités SFG pour le calcul et l’expérience. 
 
 Comme nous l’avons déjà mentionné, les intensités expérimentales des modes de 
vibration des groupes CH2 sont très faibles. L’incertitude résultante sur l’orientation des CH2 
ne permet pas de juger si l’interaction de l’ODT avec l’eau ou avec des molécules biologiques 
donne lieu ou non à une rotation globale des chaînes alkyle plutôt qu’à un simple tilt du 
méthyle seul. Nous calculons donc le tilt du méthyle avec une bonne précision, nous estimons 
Ф avec l’hypothèse que toute la chaîne tourne, mais nous n’avons pas cherché à estimer ψ1. 
En revanche, nous vérifions que l’intensité calculée pour les modes de CH2 reste bien 
compatible avec la faible intensité observée expérimentalement.  
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II – 3 – Caractérisation multi-échelle de la SAM d’ODT exposée à l’air  
 
II – 3 – 1 : Caractérisation macroscopique et microscopique  
 
Caractérisation par AFM 
 
Dans cette étude, la surface balayée par la pointe AFM est comprise entre 50x50 µm2 
(taille typique de la surface sondée par le faisceau laser utilisé en spectroscopie SFG) et   
10x10 µm2 afin d’observer plus finement la taille des terrasses d’or sur lesquelles les 
molécules d’ODT vont se chimisorber par la suite (la SAM d’ODT se construit sur des 
surfaces lisses et atomiquement plates et non dans les parties rugueuses des échantillons). Les 
images ont été réalisées en différents points de la surface, montrant que les échantillons sont 
homogènes et ont en tout point les mêmes caractéristiques topographiques. 
 
 Nous avons initialement caractérisé les surfaces d’or nues avant et après chauffage par 
AFM. Deux types de supports d’or ont été testés et caractérisés par AFM. L’utilisation d’un 
monocristal d’or (111) aurait été la solution idéale du point de vue de la qualité cristalline, 
mais elle est beaucoup trop onéreuse car nos substrats sont à usage unique du fait de leur 
biocontamination. La plupart des études d’auto-assemblage sont faites avec des couches 
minces d’or déposées sur du verre ou du mica.  
 
 Dans un premier cas, l’or a été déposé sur une couche de mica (Phasis) (128). Le mica 
est connu pour avoir une surface polycristalline présentant de larges terrasses plates à 
l’échelle atomique, et constitue donc un meilleur support que le verre pour déposer des 
couches métalliques. La caractérisation AFM de ces surfaces (Figure 31.A et Figure 31.D) 
met en évidence des terrasses d’or uniformes très peu rugueuses de grande taille (environ 1 
µm) ainsi que la présence de trous séparés de quelques microns, de diamètre d’environ 20 nm 
(qui subsistent après la fonctionnalisation de la couche d’or par les molécules d’ODT). Bien 
que la rugosité de ces supports soit meilleure que celle obtenue sur support de verre       
(Figure 31.B et Figure 31.E), ils se sont avérés inadaptés pour nos études, car pour une raison 
que nous n’avons pas élucidée, les spectres SFG en présence d’eau sont très peu intenses                    
(cf. Annexe 1.A).  
 
 Nous avons donc utilisé les supports de verre borosilicaté (0,7 mm) recouvert d’une 
couche d’or (111) de 250 nm  fournis par Arrandee (Figure 31.B). La caractérisation AFM de 
ces surfaces met en évidence une rugosité de surface d’environ 2,5 nm. On n’observe pas de 
terrasses avant le chauffage du substrat, mais des grains d’or (Figure 31.B). Après chauffage, 
de larges terrasses (1 à 2 µm2), beaucoup moins rugueuses (rugosité à l’intérieur des 
terrasses : 1 à 2 nm), délimitées par des crevasses de profondeur 5-10 nm sont observées 
(Figure 31.C). Ces supports sont de qualité suffisante pour un greffage ultérieur par les 
molécules d’ODT. 
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 La fonctionnalisation de la couche d’or par les molécules d’ODT n’entraîne aucune 
désorganisation de la surface comme le montre les images AFM (Figure 31.E et Figure 31.F). 
 
 
Figure 31 : Images topographiques d’AFM en mode oscillant A. de la surface d’or sur mica après 
chauffage du substrat, B. de la surface d’or sur verre avant et C. après chauffage du substrat. D, E, 
F.: après fonctionnalisation par les molécules de la SAM d’ODT : D. d’or déposé sur le mica E, F : 
d’or déposé sur le verre borosilicaté à deux échelles différentes. La hauteur de la surface le long des 
droites vertes est représentée en-dessous des images topographiques. 
 
 Pour un meilleur contrôle de l’uniformité de la SAM d’ODT, une cartographie point 
par point des courbes de force de la SAM d’ODT (sur une surface de 1 µm2, taille typique 
d’un plateau d’or) a été réalisée (Figure 32). Ces courbes sont identiques sur toute la surface 
ce qui indique que la fonctionnalisation du support d’or est homogène.  
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Figure 32 : A. Image topographique (1 µm2) de la SAM d’ODT en mode contact force-volume, B. 
Cartographie des courbes de forces réalisée sur l’image topographique. Les autres points B à Y 
forment un damier régulier de pas 0,1 µm sur l’image topographique.  
 
Caractérisation par la mesure d’angle de contact  
 
 Le caractère hydrophobe / hydrophile a été caractérisé par la mesure d’angles de 
contact comme décrit précédemment à l’aide du goniomètre « macroscopique ». Au temps 
initial, la valeur d’angle de contact des gouttes d’eau déposées sur la SAM d’ODT est de     
109 ± 2° sur toute la surface (moyenne des mesures pour 5 gouttes d’eau déposées 
aléatoirement sur la surface, Figure 33.A). Ce résultat comparable aux données de la 
littérature  (54) (124), est en accord avec le caractère hydrophobe de la molécule d’ODT. Le 
manque d’affinité de l’ODT pour l’eau se vérifie à travers la cinétique de l’angle de contact 
de la Figure 33.A qui montre que l’angle de contact diminue peu au cours du temps               
(θ = 104 ± 2° à t = 300 s) : la goutte d’eau ne s’étale pas sur le support ni ne s’adsorbe. La 
faible variation de la valeur de ϴ au cours du temps s’explique par l’évaporation de la goutte 
d’eau. 
 
 La mesure d’angle de contact, méthode simple et rapide, permet aussi d’évaluer 
l’homogénéité du support. Pour certains échantillons (que nous avons rejetés), nous avons 
mesuré des valeurs d’angle de contact θ(t = 0) variant de 96 à 109° selon le point de mesure sur 
la surface (Figure 33.B). Dans d’autres cas d’échantillons insuffisamment bons, l’angle de 
contact est constant sur la surface mais révèle une moins grande hydrophobicité (θ(t = 0) = 97°). 
Ce résultat peut correspondre à un manque de molécules d’ODT sur le substrat d’or. 
 
 Les mesures d’angle de contact effectuées avec le goniomètre « picoLitre » confirment 
le caractère hydrophobe de la surface SAM d’ODT (θ(t = 0) = 110,5 ± 2°) ainsi que son 
homogénéité à l’échelle du micron (Figure 34). La valeur de l’angle de contact initial est en 
accord avec les données du goniomètre « macroscopique ».  
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Figure 33 : Cinétique (entre t = 0 et t = 300 s) de l’angle de contact de gouttes d’eau déposées sur la 
SAM d’ODT observées au goniomètre « macroscopique » A. dans le cas où le support est bien 
fonctionnalisé et B. dans le cas où le support est hétérogène. En-dessous, localisation des mesures sur 
l’échantillon. 
 
 
Figure 34: Gouttes d’eau (observées de côté) déposées sur la SAM d’ODT à intervalles de 250 µm 
observées à l’aide du goniomètre « picoLitre ». On observe également le reflet des gouttes sur la 
surface. 
 
 
 En conclusion, les SAM d’ODT utilisées pour les expériences SFG respectent deux 
critères :  
- un angle de contact initial de ~ 110°  
- une variation de cette valeur au cours du temps θ(t = 300 s, gonio. macro.) inférieure 
à 10°. 
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II – 3 – 2 : Caractérisation moléculaire : spectroscopie vibrationnelle SFG  
 
Le spectre SFG expérimental 
 
 Le spectre SFG de la SAM d’ODT exposée à l’air (interface solide/air) fait apparaître 
une réponse non résonnante provenant des états électroniques de la surface d’or 
éventuellement perturbés (ou « hybridés ») par les molécules d’ODT, ayant la forme spectrale 
du faisceau infrarouge (spectre de référence, Figure 35), qui interfère avec la réponse 
résonnante provenant des modes de vibration d’élongation C-H des groupes méthylènes et du 
groupe méthyle qui constituent la molécule d’ODT (spectre expérimental, Figure 35). Le 
déphasage entre réponses non-résonante et résonante est tel que les modes de vibration 
d’élongation C-H apparaissent en creux sur le fond résonant. Par ailleurs, seuls les modes du 
groupe méthyle sont intenses, conformément aux observations de la littérature décrites plus 
haut (126) : 
 
Figure 35 : Spectre expérimental de la SAM d’ODT exposée à l’air (en traits bleus pointillés) et du 
cristal GaAs exposé à l’air (courbe pointillée violette). L’ajustement réalisé suite à la déconvolution 
du spectre expérimental est indiqué par la courbe rouge et les bandes déconvoluées du profil spectral 
du laser et des effects d’interférence sont montrées en courbes vertes.  
 
 Afin d’obtenir les informations chimiques, spectrales et structurales qu’apporte la 
spectroscopie SFG, une déconvolution rigoureuse des spectres est réalisée avec le logiciel 
Mathematica en utilisant la formule suivante (129) (130) (131): 
(1) 
avec g(ωIR), le profil spectral du faisceau infrarouge (enregistré sur le spectre de référence 
de GaAs) 
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-
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 *KJ, la réponse non résonnante constante d’origine électronique provenant de la 
surface d’or : χNR est la susceptibilité non résonnante et φNR, la phase non résonante. 
 Aν, l’amplitude de la fonction Lorentzienne relative au mode de vibration ν.  
 ων, la fréquence du mode de vibration ν. 
 ωIR, la fréquence infrarouge. 
 Гν, la demi-largeur à mi-hauteur de la fonction Lorentzienne relative au mode de 
vibration ν, 2Г = FWHM (Full Width at Half Maximum). 
 φν, la phase du mode de vibration ν  
On obtient alors la différence de phase entre la réponse non résonnante et la réponse 
résonnante du mode de vibration ν : ∆φv = φNR - φν. 
 
 Le nombre de paramètres décrivant le spectre SFG est important. Mathématiquement, 
il n’est pas possible de déterminer tous les paramètres de façon stricte car l’équation (1) 
n’admet pas de solution unique (132). Pour obtenir une analyse reproductible des spectres 
d’un échantillon à l’autre, certains paramètres ont été fixés : 
- les demi-largeurs à mi-hauteur Г de tous les modes de vibrations des groupes CH2 
et CH3 sont supposées égales. Physiquement, un profil Lorentzien correspond à 
une distribution homogène des molécules qui sont toutes identiques : la largeur 
correspond alors à la durée de vie du mode de vibration qui est inversement 
proportionnelle au couplage de la vibration avec l’environnement (la surface d’or) 
(pour une distribution inhomogène de sites d’adsorption, la variation de fréquence 
associée aux variations d’environnement des molécules est le facteur déterminant 
du profil spectral, qui devient gaussien). On s’attend à ce que les largeurs à mi-
hauteur des modes de vibration des groupes méthylènes et méthyles soient 
proches. Cette hypothèse est raisonnable car les groupes CH2 et CH3 sont très 
semblables chimiquement. Lors de la déconvolution des spectres la précision 
obtenue pour la demi-largeur Г est de ± 1 cm-1.  
- la différence de phase ∆φv est également supposée identique (∆φ) pour tous les 
modes de vibration. La phase dépend des interactions électroniques 
intramoléculaires et entre surface, adsorbats, et milieu environnant la surface. 
Lorsqu’il n’y a pas d’interaction vibronique les fonctions d’onde vibrationnelles 
sont réelles et il n’apparaît pas de phase φv. Quand la surface est exposée à l’air, la 
différence de phase ∆φ a été mesurée expérimentalement en optimisant 
simultanément la déconvolution d’une vingtaine de spectres de la SAM d’ODT, 
réalisés à différentes dates dans des conditions variables. On a obtenu                  
∆φ = φNR - φν = φNR = 290° en prenant arbitrairement l’origine des phases φν = 0.  
- les fréquences ων des modes de vibration de la SAM d’ODT étant bien connues, 
elles ont été fixées aux valeurs rappelées dans le Tableau 2. 
Avec ces choix, la déconvolution des spectres d’ODT donne des intensités relatives 
entre modes du méthyle parfaitement reproductibles. Il est arrivé parfois que la déconvolution 
ne donne pas le résultat normal : dans ce cas, il s’est avéré que l’angle de contact n’était pas 
normal non plus.  
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 Dans la littérature, les modes de vibration d’élongation symétrique et antisymétrique 
des groupes méthylènes à 2850 et 2918 cm-1 respectivement sont le plus souvent négligées, 
considérant que les chaînes sont en conformation tout trans. Cependant, comme nous l’avons 
vu plus haut, l’intensité des groupes méthylène n’est pas nulle, et leur faible intensité est due à 
une combinaison de deux effets : la centro-symétrie locale, qui annule la contribution des 16 
groupes CH2 par paires à partir du haut de la chaîne, et l’orientation du CH2 du pied de 
chaîne, dont les moments de transition IR s’écartent trop peu du plan de la surface pour 
contribuer efficacement au spectre. Toutefois la prise en compte des modes CH2, même peu 
intenses, modifie les intensités relatives des bandes de CH3. Lors de la déconvolution du 
spectre SFG de la SAM d’ODT, nous ne négligeons donc pas les modes de vibration des 
groupes CH2. 
 
Optimisation de la déconvolution du spectre SFG  
 
 Dans ce paragraphe, l’importance d’une déconvolution rigoureuse des spectres SFG 
exposée ci-dessus sera illustrée, ainsi que la nécessité de prendre en compte la bande 
d’élongation symétrique de S-CH2. 
 
 La Figure 36 représente différentes déconvolutions du même spectre expérimental 
SFG de la SAM d’ODT exposée à l’air :  
- la Figure 36.A montre qu’en n’utilisant que cinq fréquences (celles des vibrations 
d’élongation symétrique et antisymétrique du groupe CH3 et du groupe CH2 ainsi 
que la résonance de Fermi du groupe méthyle) et en laissant tous les différents 
paramètres varier (i.e. les amplitudes, les phases et les largeurs à mi-hauteur), une 
très bonne déconvolution du spectre expérimental est obtenue. Le résultat de 
l’ajustement donne une différence de phase ∆φ variant de 255 à 326° et des demi-
largeurs à mi-hauteurs variant de 7,1 à 8,56 cm-1.                                                                                                                             
 
 Comme il a été mentionné plus haut, la grande qualité de l’ajustement est obtenue 
grâce à un nombre de paramètres trop grand. Du coup il pèse en réalité sur chaque paramètre 
une grande incertitude. La déconvolution n’est pas unique : un autre jeu de paramètres peut 
également permettre d’obtenir une déconvolution correcte du même spectre expérimental (un 
autre ajustement permet d’obtenir une différence de phase ∆φ variant de 279 à 351° et Гν 
variant de 7,74 à 10,46). Cette constatation a également été prouvée mathématiquement (132). 
De ce fait, les résultats obtenus ne sont pas reproductibles d’un support à un autre, même si 
les autres méthodes de caractérisation de ces supports indiquent qu’ils sont de bonne qualité. 
Nous sommes donc conduits à réduire le nombre de paramètres d’ajustement, ainsi que nous 
l’avons exposé ci-dessus. 
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Figure 36 : Spectre SFG expérimental de la SAM d’ODT (courbe bleue) et sa déconvolution (courbe 
rouge) ayant pour paramètres : A. 5 bandes vibrationnelles, 255 < ∆φν < 326°, 7,1 < Гν < 8,56,         
B. 5 bandes vibrationnelles, ∆φ = 290°, 7,1 < Г < 8,56, C. 5 bandes vibrationnelles, ∆φ = 290°,         
Г = 7,6 et D. 6 bandes vibrationnelles, ∆φ = 290°, Г = 7,6. Le spectre de référence (courbe violette) 
ainsi que les bandes de chaque mode de vibration ont été ajoutés (courbes vertes). 
 
- la déconvolution de la Figure 36.B est obtenue en fixant la différence de phase de 
tous les modes vibrationnels à la valeur de 290° (valeur moyenne obtenue sur 
l’ajustement d’une vingtaine de spectres). Le résultat de l’ajustement conduit à des 
demi-largeurs à mi-hauteur Гν variant de 7,1 à 8,56. 
- la deconvolution de la Figure 36.C est également obtenue en fixant la différence de 
phase ∆φ à la valeur 290° mais aussi la demi-largeur à mi-hauteur Гν = Г = 7,6. 
 
 Ces deux dernières déconvolutions permettent d’obtenir un bon ajustement du spectre 
expérimental, avec toutefois une difficulté dans la région spectrale 2890 – 2920 cm-1. Cette 
déviation a été systématiquement observée pour tous les spectres la SAM d’ODT exposée à 
l’air. 
 
- la déconvolution de la Figure 36.D résulte pour tous les modes de vibration d’une 
phase de la réponse résonnante fixe (∆φ = 290°), d’une demi-largeur de bande à 
mi-hauteur fixe (Гν = Г = 7,6) et de l’ajout d’une bande à 2905 cm-1 ayant les 
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mêmes valeurs de phase et de largeur que les autre modes. Ainsi, le spectre 
expérimental est bien déconvolué, malgré la forte réduction du nombre de 
paramètres ajustés, et elle est reproductible, condition indispensable pour pouvoir 
apprécier si le changement d’environnement de la SAM produit ou non un 
changement de conformation de la SAM. 
 
 L’intensité de ce nouveau mode de vibration est comparable à celle des groupes 
méthylènes (très faible), et le mode est attribué à la vibration d’élongation symétrique du 
groupe CH2 proche de l’atome de soufre, ainsi que nous l’avons déjà précisé dans le 
paragraphe II – 2 – 4.  
 
Calculs ab initio 
 
 Afin de vérifier la pertinence de l’attribution d’une 6ème bande dans le spectre de la 
SAM d’ODT, des calculs ab initio basés sur la théorie Hartree-Fock ont été réalisés sous 
Gaussian avec la base HF/6-31G(D) par W. Zheng au sein de notre groupe sur deux systèmes 
différents : 
- la molécule isolée de décanethiol –SH-(CH2)9-CH3, 93 modes de vibration              
(nombre modes de vibration = 3x nombre d’atomes – 6 (rotation, translation)        
= 3x 33 – 6). 
- la molécule isolée de butanethiol –SH-(CH2)3-CH3, 39 modes de vibration. 
 Le choix de ces alcanethiols isolés et plus courts que la molécule d’octadécanethiol 
répond au besoin de limiter le temps de calcul. A noter que la résonance de Fermi ne peut pas 
être calculée par cette méthode. 
 
 
Figure 37 : Données obtenues sur les modes de vibration des molécules butanethiol et décanethiol 
isolées par le calcul ab initio basé sur la théorie Hartree-Fock. 
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Trois résultats importants en ressortent (Figure 37) concernant la molécule de décanethiol : 
- il existe 7 modes de vibration symétrique des groupes méthylènes sur la chaîne 
carbonée mais ils n’ont pas tous la même intensité. Le mode à la fréquence de 
2851 cm-1 présente une intensité infrarouge intense par rapport aux autres modes 
de vibration (environ 100 fois plus intense) et se trouve localisé en milieu de 
chaîne sur trois atomes de carbone (n°5, 6, et 7). Dans les autres modes de 
vibration, les déplacements des atomes de part et d’autre du milieu de la chaîne se 
trouvent être quasiment en opposition de phase en conformation trans, conduisant 
à un dipôle variant très peu avec la vibration, et donc à une réponse infrarouge très 
faible. On constate donc que l’hypothèse de modes locaux pour les CH2, que nous 
utilisons pour le calcul des spectres SFG en fonction de la conformation, ne 
correspond pas exactement à la réalité : en fait, l’intensité IR est portée par un 
mode propre beaucoup plus intense que les autres, qui est légèrement délocalisé. 
Cependant, il n’y a pas d’autre choix que les modes locaux pour calculer les 
spectres en fonction de la conformation, puisque le calcul par modes propres 
demanderait, pour chaque conformation, le calcul des modes, celui de 
l’hyperpolarisabilité de chaque mode, et enfin le calcul du spectre SFG. D’autre 
part, même si une base n’est pas la mieux adaptée pour décrire une molécule, elle 
ne donne pas pour autant des résultats complètement faux, tant que la base choisie 
est complète et que des couplages forts entre les états propres de la base ne sont 
pas ignorés. Le fait que les modes propres sont loin d’être délocalisés sur toute la 
longueur de la chaîne est une indication rassurante. 
- un mode de vibration symétrique du groupe méthylène est localisé sur l’atome de 
carbone proche de l’atome de soufre (carbone n°0) à une fréquence plus grande 
que les sept autres modes présentés ci-dessus : 2896 cm-1. Son intensité infrarouge 
est du même ordre de grandeur que les intensités des modes de vibration 
symétrique et antisymétrique du groupe méthyle. 
- le mode de vibration antisymétrique de ce groupe CH2 a une fréquence de          
2942 cm-1 (soit 46 cm-1 de plus que la fréquence du mode symétrique de ce même 
groupe). 
 Les calculs ab initio concernant le butanethiol isolé montrent une forte délocalisation 
des modes de vibration symétriques (ou antisymétriques) sur les groupes méthyle et 
méthylènes. Il est intéressant de noter que cette forte délocalisation a disparu dans le cas de la 
chaîne à 10 atomes de carbone, comme nous venons de le voir. Cependant, une des vibrations 
symétriques du groupe méthylène est très localisée sur le carbone proche du soufre, avec pour 
fréquence 2897 cm-1. 
 
 Sur la base de ces deux calculs, on peut supposer que la molécule d’ODT au sein de la 
SAM présente elle aussi un mode de vibration symétrique CH2 localisé sur le carbone proche 
du soufre et caractérisé par une fréquence proche de 2900 cm-1. Expérimentalement, la 
déconvolution des spectres SFG nous conduit donc à attribuer la fréquence de 2905 ± 1 cm-1 à 
ce mode, comme indiqué plus haut dans le Tableau 2. 
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Introduction d’un paramètre phénoménologique pour rendre compte de 
l’orientation du groupe méthyle 
 
 Les modes de vibration d’élongation dominant dans le spectre SFG de la SAM d’ODT 
sont ceux du groupe méthyle qui est en bout de la chaîne d’ODT. Leurs intensités relatives 
permettent d’extraire l’orientation du groupement méthyle, qui à son tour, en tenant compte 
des contraintes sur la conformation des chaînes (conformation tout trans sauf en pied de 
chaîne, géométrie tétraédrique autour de tous les atomes de carbone) nous permet de remonter 
aux angles Θ, Φ et ψ1 décrits plus haut. Il est pratique de définir un paramètre facile à extraire 
des spectres (indépendamment de notre programme de calcul de spectre SFG qui nous permet 
de calculer précisément l’orientation du groupe méthyle) qui nous permet de caractériser 
l’orientation du groupement méthyle.  
 Nous définissons le rapport phénoménologique R entre l’intensité de la vibration 
symétrique du groupe CH3 (tenant compte de la résonance de Fermi qui emprunte une partie 
de son intensité au mode de vibration d’élongation symétrique de CH3) et l’intensité de la 
vibration antisymétrique du groupe CH3 :  = 	 8g	? +	8:f8g	?  
avec  Iv, l’intensité maximale du mode de vibration v donnée par la déconvolution des 
spectres SFG expérimentaux : 8a =	Ch}Г}D- 
 Aν, l’amplitude de la courbe Lorentzienne relative au mode de vibration ν  
 Гv, la demi-largeur à mi-hauteur de la courbe Lorentzienne relative au mode de 
vibration ν. 
 
 On peut prévoir comment varie R lorsque le groupe méthyle est plus ou moins incliné 
sur la surface. L’intensité SFG est proportionnelle au produit scalaire du moment dipolaire de 
transition vibrationnel µ (entre v’’= 0 et v’= 1) et du champ électrique infrarouge EIR dans le 
cadre de l’approximation dipolaire électrique (118) : 89:; ∝ µ. sJ 
 Ainsi, l’intensité de chaque mode de vibration Iv sera d’autant plus importante que le 
produit scalaire (µv. EIR) sera important. Sur un métal, le champ électrique EIR local est 
quasiment perpendiculaire à la surface du substrat (Figure 38.A). La direction des moments de 
transition µv de chaque mode de vibration du groupe CH3 dépend de son orientation. Par 
conséquent, l’intensité SFG de chaque mode de vibration v dépend de l’orientation du groupe 
méthyle (Figure 38) : 
- si le groupe méthyle est perpendiculaire à la surface, le moment dipolaire 
symétrique du groupe CH3 (µsym) est parallèle au champ E, alors que les moments 
dipolaires antisymétriques du groupe CH3 (µasym) sont tous les deux 
perpendiculaires au champ E : le produit scalaire µsym.E ∝ Isym est maximal et 
µasym.E ∝ Iasym est minimal ce qui implique un rapport R important (	 → 	∞.  
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- si le groupe méthyle est parallèle à la surface, µsym est perpendiculaire au champ E, 
alors que l’un des µasym est parallèle au champ E : le produit scalaire µsym.E ∝ Isym 
est minimal et µasym.E ∝ Iasym est maximal, ce qui implique un rapport R très faible 
(	 → 	0.  
 
 Lorsque la SAM d’ODT est exposée à l’air (Figure 38.B) le rapport R vaut 3,7 ± 0,5. 
L’incertitude sur ce paramètre tient compte des incertitudes relatives à la déconvolution des 
spectres (Annexe 1.B) et de la dispersion observée des valeurs de R obtenues sur les 
échantillons de la SAM d’ODT. 
 
 
Figure 38 : A. Représentation schématique du champ électrique polarisé p à la surface de 
l’échantillon à analyser et B. Schéma d’une molécule d’ODT « tronquée » avec ses moments 
dipolaires symétrique (en bleu) et antisymétriques (mode de vibration doublement dégénéré, en rouge) 
du groupement méthyle. Le champ électrique E (en vert) est également représenté. La variation du 
rapport R en fonction de l’orientation du groupe CH3 est également indiquée. 
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Conformation de la SAM d’ODT à l’air 
 
 Le calcul théorique du spectre SFG total de la SAM d’ODT exposée à l’air réalisé par 
la modélisation décrite au chapitre II – 2 – 4, montre que le spectre expérimental résulte de la 
superposition de deux spectres très différents correspondant aux deux types de molécules A et 
B (Figure 39). La conformation de l’ODT au sein de la SAM a les caractéristiques suivantes : 
- les angles twist valent ФA = 242 ± 3° et ФB = 332 ± 3° 
- les angles de tilt du groupe méthyle a pour valeur 55.1 / 15.8 ± 1.5° (pour les 
molécules A et B respectivement). 
 
 
Figure 39 : Bandes de vibration de l’ODT dans  la SAM. 1 : molécules ayant la conformation « A ». 
2 : molécules ayant la conformation « B ». 3 : molécules de conformations « A » et « B » ensemble. 
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III – Effet de la biocontamination sur la SAM d’ODT 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Dans ce chapitre, nous allons détailler à l’échelle moléculaire l’impact de l’adhésion 
bactérienne et de l’adsorption protéique, ou « biofouling » sur la conformation de 
monocouches autoassemblées d’ODT. La problématique est la suivante : comment la 
conformation de la SAM d’ODT est-elle influencée par les propriétés physico-chimiques des 
parois bactériennes et par la présence de protéines ? La SAM d’ODT limite-t-elle ou pas le 
biofouling ? 
 
 Dans cette perspective, nous étudierons l’adhésion de deux souches de bactéries 
Lactococcus lactis ayant des propriétés physicochimiques différentes, ainsi que le rôle de la 
présence d’albumine de sérum bovin (BSA : Bovin Serum Albumin), dans le but de se 
rapprocher des conditions in vivo de l’adhésion bactérienne. Les méthodes utilisées seront la 
SFG pour déterminer l’effet de la biocontamination sur la conformation de la SAM, et la 
microscopie confocale de fluorescence pour mesurer la densité de bactéries adhérentes au 
substrat. 
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III – 1 – Biomolécules : préparation, protocoles d’adhésion/adsorption, observation par 
différentes microscopies 
 
III – 1 – 1 : Préparation des échantillons 
 
Les bactéries 
 
 Dans le cadre de ce travail de thèse, nous nous sommes intéressés à des bactéries 
lactiques de l’espèce Lactococcus lactis, des bactéries coccoïdes à gram positif  (Figure 3, 
Figure 4, chapitre I). Ces bactéries sont utilisées pour la fermentation des produits laitiers. 
Elles rendent le milieu acide, permettant la formation d’acide lactique (133). Deux souches 
ont été utilisées, l’une hydrophile (L. lactis ssp. cremoris MG1363) et l’autre hydrophobe (L. 
lactis ssp. cremoris MG1363 PrtP+) (collection CNRZ de l’INRA, Jouy-en-Josas, France, cf. 
Annexe 2.B). Ce caractère hydrophobe a été obtenu en rendant actives les protéases PrtP 
(PrtP+) ancrées dans les parois cellulaires des bactéries sauvages. Ces protéases sont 
également capables d’hydrolyser des molécules hydrophobes (134) (135) (136) (137). Ces 
bactéries L. lactis présentent une innocuité qui permet de les utiliser dans un laboratoire de 
physique ordinaire. Elles constituent un modèle des bactéries pathogènes du genre 
Streptococcus, qui sont beaucoup plus « dangereuses », et dont on veut améliorer la 
compréhension pour prévenir leur colonisation sur des surfaces. En particulier, les bactéries 
Streptococcus oralis, Streptococcus mitis ou Streptococcus mutans colonisent les 
appareillages orthodontiques qui peuvent causer des infections plus ou moins sévères telles 
que l’endocardite, la méningite ou d’autres infections qui s’étendent à partir de la plaque 
dentaire (138). 
 
 Les souches bactériennes sont conservée à - 20°C dans un milieu de culture M17 
(Difco) auquel est ajouté 0,5% (masse/volume) de glucose (Aldrich) et 50% (volume/volume) 
de glycérol, milieu nutritif et spécifique aux bactéries L. lactis. 
 Après décongélation à température ambiante, les souches sont mises en culture dans le 
milieu {M17 + 0,5% (masse/volume) glucose} durant 15 heures à l’étuve à 30°C (conditions 
optimales pour la croissance de ces bactéries, Figure 40.A). Cette mise en culture constitue le 
1er repiquage appelé R1. 
  Un test de pureté de la solution bactérienne est réalisé afin de s’assurer de sa non 
contamination par d’autres bactéries. Il consiste à déposer une goutte de la suspension 
bactérienne et à l’étaler sur une gélose composée de milieu nutritif. Après quinze heures de 
croissance des bactéries sur la gélose à 30°C, une vérification visuelle est réalisée : les 
colonies bactériennes d’une même espèce ont la même forme et sont de la même couleur. 
 
 Suite au R1, deux autres repiquages sont réalisés pour obtenir la suspension 
bactérienne de travail dans laquelle la population bactérienne est homogène en termes de 
caractéristiques physico-chimiques et en phase de croissance stationnaire (dans laquelle les 
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bactéries se multiplient et meurent avec la même vitesse) (cf. Annexe 2.C). Le second 
repiquage R2 est obtenu par prélèvement d’1 mL de R1, re-dilué dans 9 mL de milieu de 
culture frais puis placé à l’étuve à 30°C pendant 8 heures. Le R3 est obtenu par prélèvement 
de 16 µL de R2, re-dilué dans 100 mL de milieu de culture frais puis placé à l’étuve à 30°C 
pendant 15 heures. 
 La suspension bactérienne de travail est ensuite centrifugée 10 minutes, à 7000 g et à 
4°C (afin de stopper le développement bactérien). Le culot bactérien est alors repris dans de 
l’eau physiologique (solution de NaCl à 9 g.L-1 dans l’eau distillée). Cette étape de lavage est 
reproduite deux fois afin d’éliminer totalement le milieu de culture (Figure 40.B). 
 
 
Figure 40 : A. Culture bactérienne du 1er repiquage (1 mL de suspension bactérienne dans 9mL de 
milieu de culture) au temps t=0 et après 1 nuit à l’étuve à 30 °C et B. Bactéries après centrifugation 
avant et après être re-suspendues dans l’eau physiologique.  
 
 Ultimement, les bactéries sont remises en suspension dans de l’eau distillée pour le 
besoin des expériences de spectroscopies. Il faut encore s’assurer que chacune des deux 
souches bactériennes survit en milieu aqueux à l’échelle du temps de nos expériences, soit une 
dizaine d’heures. 
 
Figure 41 : Courbes de survie au cours du temps d’une suspension de L. lactis modifiées PrtP+ dans 
l’eau distillée réalisées par la mesure de la densité optique à 620 nm (points rouges) et par la mesure 
du dénombrement (points bleus).  
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 L’étude de la survie des bactéries dans l’eau distillée a été réalisée par dénombrement 
par micro-spots et par des mesures de densité optique à 620 nm en fonction du temps     
(Figure 41, Annexe 2.C). Les résultats de la Figure 41 montrent une stabilité de la 
concentration bactérienne au cours du temps et ce pour chacune des deux souches démontrant 
que les bactéries L. lactis restent vivantes dans l’eau distillée durant les temps d’expérience. 
 
La protéine 
 
 La protéine étudiée dans ce travail de thèse est l’Albumine de Sérum Bovin (BSA) une 
protéine modèle de masse molaire 66,43 kDa (66 430 g.mol-1) dont les propriétés structurales 
et physico-chimiques ont déjà fait l’objet d’un grand nombre de publications (20) (23) (139) 
(140). Son homologue humain, l’Albumine de Sérum Humain (HSA), est la protéine 
globulaire la plus abondante dans le plasma sanguin (~ 60 % des protéines du plasma à une 
concentration de 0,05 g.mL-1) permettant de maintenir la pression osmotique au sein des 
vaisseaux sanguins. 
 La structure cristallographique par diffraction de rayons X de la protéine BSA n’est 
pas connue. On suppose qu’elle est proche de celle de la protéine HSA, car les structures 
primaires des deux protéines présentent ~ 76 % d’homologie (141).  
 La structure primaire de la BSA est composée de 607 AA (Figure 42.B). Les AA les 
plus abondants sont chargés (acide glutamique, lysine) ou non polaires (alanine, leucine). Il 
existe également un nombre important de cystéines qui comportent un atome de soufre et qui 
peuvent conduire à la formation de ponts disulfures lors de la formation de la structure 
secondaire de la protéine. La structure tertiaire de la protéine change selon le pH de la 
solution (142). Dans l’eau pour un pH compris entre 4,5 et 8, la protéine a une structure  dite 
« normal » qui ressemble à un cœur (30x80 Ǻ2) comprenant 55 % d’hélices alpha. A sa 
surface, on retrouve des groupements acides, basiques et hydrophobes (Figure 42.A) mais la 
protéine est globalement chargée négativement dans cette gamme de pH (142). 
 
 
Figure 42: A. Structure 3D de la protéine HSA, proche de la BSA, réalisée grâce au logiciel VMD 
(programme de visualisation moléculaire 3D d’édifices biologiques). La séquence d’acides aminés de 
l’albumine provient de la « protein data bank » et B. Composition en acides aminés de la protéine 
BSA selon la Ref (140). 
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   Dans ce travail, la protéine BSA (Acros), sans purification supplémentaire, a été diluée 
dans l’eau distillée (pH ≈ 5,5) afin d’obtenir des concentrations protéiques de 0,01-0,05-0,1-
0,5 et 1 mg.mL-1. 
 
III – 1 – 2 : Protocoles d’adhésion/adsorption 
 
Adhésion bactérienne sur la SAM d’ODT 
 
 L’adhésion des bactéries Lactococcus lactis a été réalisée en déposant 200 µL de 
suspension à une concentration de 4.109 UFC/mL (Unité Formant Colonie/mL,                     
cf. Annexe 2.A) de bactéries dans l’eau distillée sur les supports SAM d’ODT. Après 90 
minutes, le surnageant est remplacé par de l’eau distillée (Figure 43) pour éviter qu’un biofilm 
ne se développe pendant les mesures SFG et de microscopie.  
 
 
Figure 43 : Schéma de principe de l’adhésion bactérienne sur la SAM d’ODT. 
 
 Dans certaines expériences, afin de contrôler l’effet des ions sur l’adhésion 
bactérienne, l’eau distillée a été remplacée par une solution de nitrate de potassium KNO3 à 
10-1 mol.L-1.  
 
Adsorption des protéines BSA sur la SAM d’ODT 
 
 La SAM d’ODT est immergée dans les différentes solutions de BSA pendant 90 
minutes puis rincée trois fois avec de l’eau distillée afin d’éliminer toutes les protéines qui ne 
sont pas adsorbées sur la surface (Figure 44). On obtient alors ce qu’on appelle un film 
protéique primaire sur la SAM. Afin de limiter la contamination de la surface par d’autres 
molécules ou organismes, l’adsorption des protéines est réalisée en milieu stérile sous un 
Poste de Sécurité Microbiologique (PSM). 
 
Suspension bactérienne (4,109 UFC/mL) dans l’eau distillée
Rinçage
1h30 d’adhésion
ODT/Au
Bactérie
Seules les bactéries en 
interaction avec le support 
restent
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Figure 44 : Schéma du protocole expérimental de préparation d’un film de protéines à la surface de la 
SAM d’ODT. 
 
Adhésion des bactéries en présence de protéines BSA 
 
 Différents protocoles ont été utilisés dans le cadre de ce travail afin de comprendre 
l’impact de l’adhésion bactérienne sur la surface SAM en présence de protéines.  Pour ces 
études, la concentration protéique est fixée à 0,1 mg.mL-1 et celles des suspensions 
bactériennes des deux souches hydrophobes et hydrophiles à 4.109 UFC/mL. 
 
Protocole 1 : On dépose sur la SAM d’ODT recouverte d’un film primaire protéique comme 
décrit ci-dessus, une suspension bactérienne de Lactococcus lactis dans l’eau distillée pendant 
90 minutes. Le surnageant est ensuite retiré et remplacé par de l’eau distillée.  
 
Protocole 2 : Une suspension de bactéries et de protéines dans l’eau distillée est déposée sur la 
SAM d’ODT pendant 90 minutes. Comme précédemment, le surnageant est remplacé par de 
l’eau distillée. 
 
Protocole 3 : La suspension contenant les bactéries et les protéines est centrifugée pendant 10 
minutes, à 7000 g afin d’éliminer toutes les protéines qui ne sont pas en interaction « forte » 
avec les bactéries. Le culot obtenu est remis en suspension dans l’eau distillée puis déposé sur 
la SAM d’ODT. Après 90 minutes d’incubation, le surnageant est éliminé et remplacé par 
l’eau distillée.  
 
Formation des biofilms bactériens sur la SAM d’ODT 
 
 Dans les protocoles d’adhésion bactérienne décrits ci-dessus, les supports sont 
totalement recouverts par les bactéries afin que les spectres SFG soient enregistrés sur une 
surface aussi homogène que possible. Les bactéries peuvent toutefois être en interaction plus 
ou moins forte avec le support. Les mesures d’épifluorescence permettant de quantifier la 
densité de bactéries en interaction « forte » avec la SAM d’ODT nécessitent que la surface 
soit retournée provoquant ainsi le décrochage des bactéries les moins liées.  
 
 
Solution protéique
Rinçages
1h30 d’adsorption
ODT/Au
SAB
Obtention d’un film 
protéique primaire à la 
surface de la SAM d’ODT
Eau distillée
Page | 89  
 
La surface inversée est ensuite à nouveau immergée :  
- soit dans l’eau distillée  pour le comptage des bactéries adhérentes 
- soit dans le milieu de culture des bactéries L. lactis (milieu {M17 + 0,5% 
(masse/volume) glucose}) afin de permettre aux bactéries encore adhérant à la 
SAM d’ODT de se développer et de former un biofilm. Le biofilm bactérien est 
obtenu en déposant la boîte dans une étuve à 30°C pendant 24 heures en condition 
statique.  
 
III – 1 – 3 : Observation par différentes microscopies  
 
Zétaphérométrie sous microscope optique 
 
 La charge globale de surface d’une bactérie est déterminée par une mesure de mobilité 
électrophorétique M.E. (143) (144) définie par :  . .  	 n

 
 avec  v, la vitesse de déplacement d’une bactérie en solution 
 E, le champ électrique auquel est soumise la bactérie en solution 
La M.E. est caractéristique de la bactérie dans l’environnement particulier où est faite la 
mesure (solvant, viscosité, pH, etc…). 
 Dans une solution neutre circulante, la bactérie est soumise à deux types de forces :  
- la force de frottement : f = 6πηr.v 
avec η : la viscosité du milieux et r, le rayon de la bactérie supposée sphérique 
- la force électrostatique : f’ = q.E 
avec q : la charge globale portée par la bactérie 
 Lorsque la bactérie circule à vitesse constante (équilibre), la somme des forces est 
nulle (f = f’). La mobilité électrophorétique peut alors s’écrire en fonction de la charge de la 
bactérie :  
.. 	


	(en m2V-1s-1). 
Le rapport 

 est appelé densité de charge de la bactérie. 
 
 On mesure cette mobilité électrophorétique à l’aide d’un appareil commercial appelé 
zétaphéromètre (Zetapheromet II, CAD Instrument, Les Essarts le Roi, France, Figure 45). La 
suspension bactérienne est placée dans une cuve rectangulaire de trajet optique 2 mm reliée à 
deux électrodes sphériques soumises à un champ électrique d’environ 5 V.cm-1. Deux 
électrodes supplémentaires séparées par une distance connue précisément permettent de 
mesurer la valeur exacte du champ électrique au sein de la suspension bactérienne.  
 Sous l’effet de ce champ électrique, les bactéries chargées migrent. Leur vitesse est 
mesurée optiquement : la cuve est placée sous un microscope (Olympus) et illuminée en son 
centre par un laser. La suspension bactérienne est suffisamment diluée (~107 UFC/mL dans 
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l’eau physiologique) pour que l’on puisse observer la mobilité des bactéries individuelles. Le 
déplacement des bactéries est imagé à l’aide d’une caméra permettant d’acquérir une image 
par seconde. 
 Une mesure statistique de la vitesse est obtenue par l’application d’un champ 
électrique oscillant qui permet toutes les 10 secondes, d’entraîner un changement de sens de 
migration des bactéries. 
 
 
Figure 45 : Photo du montage expérimental (à gauche) et schéma de principe (à droite) d’une mesure 
de mobilité électrophorétique (M.E.).  
 
 Les mesures de mobilité électrophorétique ont été réalisées entre pH ≈ 5,5 et pH = 2 
par ajout d’acide nitrique. Lorsque la mobilité électrophorétique est nulle, cela signifie que les 
bactéries ne migrent pas et sont globalement neutres : le pH pour lequel cette situation est 
observée est appelé point isoélectrique de la bactérie. 
 
 Il est à noter qu’avec notre appareil, il est possible de mesurer la mobilité 
électrophorétique des bactéries mais pas des protéines beaucoup trop petites. 
 
La microscopie électronique à balayage (MEB) 
 
 Pour contrôler le recouvrement bactérien sur la surface de la SAM d’ODT qui sera 
sondée par la spectroscopie SFG (~ 100 µm2), nous avons utilisé dans un premier temps la 
microscopie électronique à balayage (MEB) (145) (146). Cette technique permet d’accéder à 
une résolution nanométrique et de caractériser l’état (i.e. bactéries mortes, vivantes, 
dégradées) et la forme des cellules suite à leur adhésion sur le support. Les expériences ont été 
menées pour les SAM recouvertes de chacune des souches hydrophobes et hydrophiles de L. 
lactis en l’absence de protéines. Cette analyse par MEB prenant beaucoup de temps, elle n’a 
été reproduite que sur deux échantillons. La caractérisation du recouvrement de la SAM 
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d’ODT par les bactéries est réalisée de manière plus routinière par microscopie 
d’épifluorescence (voir ci-après). 
 
 Le principe de la microscopie électronique repose sur l’interaction d’un faisceau 
monocinétique d’électrons focalisé sur l’échantillon sur un diamètre très faible (~10 nm dans 
le cas du MEB utilisé dans ce travail, de l’ordre de 0,1 nm sur les MEB les plus sophistiqués). 
L’interaction du faisceau d’électrons avec l’échantillon se traduit par des collisions multiples 
avec les atomes de la cible qui génèrent différents processus : émission de rayons X, 
d’électrons Auger, d’électrons secondaires. On peut obtenir les informations de différentes 
manières, à partir des électrons transmis ou diffusés, en mode d’imagerie « simple » 
(enregistrement de l’intensité des électrons transmis ou diffusés en fonction de la localisation 
du faisceau d’électrons), ou par spectroscopies mesurées localement : perte d’énergie des 
électrons, Auger. Dans le cadre de ce travail, on s’intéressera uniquement à l’émission 
d’électrons secondaires : un électron incident (ou rétrodiffusé) éjecte par collision un électron 
d'un atome de la cible (Figure 46.A). Ces électrons secondaires de faible énergie cinétique 
(quelques dizaine d’eV) sont donc émis près de la surface de l'échantillon (à une profondeur 
comprise entre 5 et 10 nm) et sont sensibles à sa topographie (Figure 46.C).  
 
 Nous avons utilisé le microscope MEB S-4500 sous vide (Hitachi, Japon de la 
plateforme MIMA2, logiciel d’acquisition des images Quartz PCI 5). Le canon d’électrons est 
soumis à une tension d’accélération Vacc = 8 kV avec une intensité I = 7 µA. Les électrons 
secondaires émis sont convertis en photons par un scintillateur puis amplifiés par un 
photomultiplicateur (Figure 46.B). Dans l’enceinte, les échantillons sont inclinés de 30 à 45° 
pour permettre leur visualisation 3D et obtenir un meilleur contraste. Selon la topographie de 
la surface (défauts convexes ou concaves), l’intensité des électrons secondaires émis est 
différente donnant lieu à une image contrastée (Figure 46.C).  
 
 La microscopie électronique a diverses contraintes. Elle nécessite un vide poussé car 
les électrons interagissent très efficacement avec la matière et ne peuvent donc pas s’y 
propager. Les échantillons doivent être conducteurs pour que la surface ne se charge pas sous 
le faisceau d’électrons. Les bactéries étant non conductrices, on les recouvre d’une fine 
couche d’or (200-300 Ǻ). Pour ce faire, on les fige chimiquement (blocage du métabolisme 
des cellules) sur la SAM afin que la métallisation n’altère pas l’adhésion bactérienne. Environ 
500 µL de glutaraldéhyde à 3 % (volume/volume) (agent stérilisé fixateur de cellules, Sigma) 
dans un tampon de cacodylate de sodium (10-1 mol.L-1) est ajouté sur la surface couverte de 
bactéries pendant une nuit entière. Trois rinçages de 15 minutes au tampon cacodylate         
(0,2 mol.L-1 à pH = 7,4) sont réalisés pour retirer l’excédent de glutaraldéhyde.  
 Les échantillons sont alors déshydratés en effectuant 20 cycles (d’environ 30 minutes) 
dans lesquels le milieu aqueux est remplacé peu à peu par de l’éthanol absolu de titres 
croissants (de 50 % à 100 %) afin d’éviter la modification structurale des cellules bactériennes 
et pour préserver l’adhésion. Suit alors l’étape de métallisation réalisée par évaporation 
cathodique d’un mélange d’or/plomb sous vide pendant 210 secondes (ion JFC-1100E 
pulverisation, Jeol, Japon). Les bactéries meurent au cours de cette préparation, mais le 
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protocole suivi permet de les « figer » et d’apprécier l’état qu’elles avaient juste avant la 
métallisation. Les échantillons se conservent des années. 
 
 Une expérience de contrôle est réalisée avec des bactéries en suspension dans l’eau 
distillée puis déposées sur une surface d’aluminium, afin de s’assurer que les conditions de 
fixation chimique / déshydratation / métallisation des bactéries n’altèrent pas leur structure.  
 
Figure 46 : A. Schémas d’émission d’électrons secondaires, B. Principe de fonctionnement d’un MEB 
et D. Images MEB obtenues pour différentes topographies de surface. 
 
La microscopie de fluorescence 
 
 Le contrôle du bon recouvrement des SAM par les bactéries a été systématiquement 
sondé par microscopie d’épifluorescence classique (le principe de la fluorescence est rappelé 
dans l’Annexe 2.D). Pour ce faire, nous avons utilisé un microscope optique 
d’épifluorescence droit (Olympus BX51, Figure 47) : dans cette configuration, l’échantillon 
est éclairé par le dessus (lampe à vapeur de mercure X-cite 120Q, EXFO), la fluorescence est 
collectée du même côté que la lumière excitatrice, par le même objectif. Les faisceaux 
excitateurs et de fluorescence sont séparés au moyen d’un miroir dichroïque (Figure 47). Les 
images d’intensité de fluorescence sont numérisées à l’aide d’une caméra CCD refroidie 
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(Monochrome fluorescence CCD XM10 camera, Olympus). On utilise alternativement deux 
objectifs x10 (taille de la zone observée : 1,25 x 0,935 mm2) et x40 (0,31 x 0,233 mm2). 
 
Figure 47 : A. Schéma de principe d’un microscope optique droit fonctionnant en épifluorescence. B. 
Photo du microscope utilisé. 
 
 Pour ces mesures, les bactéries ont été rendues fluorescentes par action de l’acridine 
orange (rendement quantique de fluorescence ΦF(acridine orange) = 0,46). Ce chromophore pénètre 
les parois de toutes les cellules bactériennes (mortes ou vivantes) pour se fixer à leur ADN ou 
à leur ARN par intercalation. Les spectres d’excitation et d’émission de l’acridine orange dans 
l’eau distillée et intercalée dans l’ADN sont présentés sur les Figure 48.A et Figure 48.B 
respectivement. On observe un décalage du maximum d’absorption vers les grandes 
longueurs d’onde lorsque le chromophore se lie à l’ADN (de 435 nm à 500 nm). En excitant 
dans la bande spectrale 460 – 490 nm, seule l’acridine orange liée à l’ADN est excitée (dans 
ce domaine spectral, l’absorption de l’acridine orange en solution est quasi nulle).  
 
 
Figure 48 : Spectres d’absorption et d’émission de fluorescence de l’acridine orange A. dans l’eau 
distillée (Reprinted (adapted) with permission from (147), Copyright (2012) American Chemical 
Society) et B. liée à l’ADN (Invitrogen). 
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 Expérimentalement, on dépose sur la SAM d’ODT sur laquelle des bactéries ont 
adhéré une solution d’acridine orange à 5% dans l’eau distillée pendant 15 minutes dans 
l’obscurité (pour éviter tout effet de photosensibilisation). Un rinçage à l’eau est ensuite 
effectué pour éliminer le colorant non fixé.  
 
 L’adhésion des bactéries sur la SAM d’ODT et le développement successif des 
biofilms ont été observé par microscopie confocale de fluorescence (Microscope Confocal à 
Balayage Laser (MCBL), microscope Leica SP2, Leica Microsystems, France, plateforme 
MIMA2 à l’INRA de Massy, Figure 49.A). Pour nos études, nous avons utilisé comme source 
excitatrice la raie à 488 nm d’un laser continu à argon. La meilleure résolution axiale des 
images est  obtenue grâce à la présence d’un trou de filtrage (pinhole) adapté qui permet 
d’éliminer la fluorescence émise par les plans sous et sur-jacents au plan de focalisation. 
 
 
Figure 49 : A. Photo du microscope confocal de la plateforme MIMA2 et B. Principe de l’obtention de 
l’image 3D de l’échantillon : selon la position de l’objectif, le plan focal change de profondeur (image 
d’une autre section de l’échantillon). 
 
 Pour réaliser les images de fluorescence (92.6 x 91.5 µm2), le faisceau laser est 
déplacé sur l’échantillon au moyen d’un système de miroirs galvanométriques dans la 
direction horizontale (image 2D) et au moyen d’un moteur dans la direction verticale 
permettant ainsi d’obtenir des images 3D des échantillons (changement de la profondeur du 
point focal au sein de l’échantillon) (Figure 49.B).  
 
 Pour l’imagerie de fluorescence confocale, les bactéries ont été marquées au SYTO9 
(rendement quantique de fluorescence ΦF(SYTO9) = 0,58, Invitrogen) qui se fixe, comme 
l’acridine orange, par intercalation à l’ADN et à l’ARN des cellules (Figure 50). 
 Expérimentalement, une solution de SYTO9 dans l’eau distillée (4,2 µmol.L-1) est 
injectée sous la SAM d’ODT recouverte de biomolécules. Après 15 minutes dans l’obscurité, 
l’échantillon est placé sous le microscope et analysé au moyen d’objectifs à l’air de 
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grossissement x10 ou x40 (92.6 x 91.5 µm2). L’émission de fluorescence est collectée entre 
500 et 600 nm. Le dénombrement des bactéries adhérentes à la surface est obtenu en traitant 
chaque image xy avec le logiciel ImageTool (UTHSCISA, San Antonio, USA) qui permet de 
définir un seuil de comptage, de binariser et d’analyser le contour des cellules bactériennes. 
 
 
Figure 50 : Spectres d’absorption et d’émission de fluorescence du SYTO9 lié à l’ADN excité à     
λexc= 488 nm (Invitrogen). 
 
 Dans le cas de l’observation d’un biofilm bactérien dans son épaisseur, on déplace 
axialement l’objectif par pas de 0,1 µm (objectif x40) ou de 0,3 µm (objectif x10). La 
reconstruction des images 3D des biofilms est réalisée grâce au logiciel IMARYS. 
 
 
III – 2 – Etude par SFG et microscopie confocale de fluorescence de la compétition entre 
l’adsorption de protéines et l’adhésion bactérienne 
 
III – 2 – 1 : Propriétés électrostatiques des bactéries en solution et en présence de protéines 
 
 Les résultats de mobilité électrophorétique des bactéries en absence de protéines sont 
illustrés sur la Figure 51. Chacune des deux souches bactériennes est globalement chargée 
négativement au pH expérimental (pH = 5,5). Néanmoins, les bactéries L. lactis sauvages 
hydrophiles sont chargées plus négativement (point isoélectrique obtenu pour pH < 2 ; densité 
de charge des bactéries hydrophiles à pH = 5,5 égale à -6,5.10-7 C.m-1) que les bactéries L. 
lactis PrtP+ hydrophobes (point isoélectrique à pH = 2,9 ; densité de charge des bactéries 
hydrophobes à pH = 5,5 égale à -3,6.10-7 C.m-1).  
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Figure 51: Mobilité électrophorétique en fonction du pH d’une suspension bactérienne L. lactis 
hydrophile (en bleu) et L. lactis PRTP+ hydrophobe (en rouge).   
 
 Cette différence de charge globale portée par les bactéries (d’un facteur 2 au pH 
expérimental) pourra alors entraîner des changements physico-chimiques dans le processus 
d’adhésion sur une surface (148). 
 
 Ces mesures ont également été conduites pour des suspensions bactériennes en contact 
avec les protéines BSA. Nous avons d’abord vérifié que les bactéries ne se multiplient pas en 
présence de BSA. Pour ce faire, les bactéries ont été mises en suspension avec la protéine 
BSA (0,1 mg.mL-1) dans l’eau distillée et un dénombrement des cellules bactériennes a été 
réalisé toutes les heures durant sept heures (Figure 52). Aucune multiplication des bactéries 
hydrophiles ou hydrophobes n’a été observée en présence de protéines démontrant que la 
BSA n’est pas un élément nutritif pour les deux bactéries testées. 
 
Figure 52 : Dénombrements des bactéries L.lactis hydrophiles (points bleus) et hydrophobes (ponts 
rouges) en présence de protéines BSA : logN(dénombrements) = f(temps). Les dénombrements 
« classiques » et « µspots » décrits en annexe 2.A ont été effectués. Ils donnent des résultats 
identiques. 
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 Les mesures de mobilités électrophorétiques (M.E.) des bactéries en présence de 
protéines sont illustrés Figure 53. Pour chaque souche bactérienne, le point isoélectrique (pI) 
est obtenu à des pH plus élevés qu’en absence de protéines : 
 - pI = 3,25 pour les bactéries hydrophiles en contact avec la BSA à comparer à pI
 
< 2 
pour les bactéries hydrophiles seules. 
 - pI = 3,75 pour les bactéries hydrophobes en contact avec la BSA à comparer à          
pI
 
= 2,9 pour les bactéries hydrophobes seules. 
Ce résultat indique que la protéine BSA interagit avec la paroi bactérienne pour les deux 
souches étudiées, mais que les protéines ne couvrent qu’une partie de la bactérie. Considérant 
que le point isoélectrique pI(BSA, eau, 25°C) = 4,5 (139) et en utilisant l’expression ci-dessous : 
pI(bactéries).(1-taux de recouvrement) + pI(BSA).taux de recouvrement = pI(bactéries+BSA) 
Les protéines BSA ne recouvrent qu’approximativement 50 % de la surface des bactéries.  
 Afin de vérifier que ce taux de recouvrement de la paroi bactérienne par les protéines 
n’était pas dû à une concentration protéique insuffisante,  une expérience complémentaire a 
été réalisée pour une concentration de BSA de 1 mg.mL-1. Le point isoélectrique est toujours 
égal à 3,25 et 3,75 pour les bactéries hydrophiles et hydrophobes respectivement, indiquant 
qu’une bactérie n’est toujours recouverte ~50% par les protéines quel que soit la 
concentration protéique utilisée. 
 
 
Figure 53: Mobilité électrophorétique en fonction du pH : A. suspension bactérienne L.lactis 
hydrophile en présence ou non de BSA. B. suspension bactérienne L.lactis PrtP+ hydrophobe en 
présence ou non de BSA. 
 
 Les mesures de mobilité électrophorétique ont aussi été réalisées sur la suspension 
bactérienne où l’excédent de protéines libres a été éliminé (cf. chapitre III – 1 – 2). Dans ce 
cas,  les points isoélectriques pI(bactéries recouvertes de BSA) sont les mêmes que ceux obtenus pour 
les bactéries seules (Figure 54).  
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Figure 54: Mesures de mobilité électrophorétique en fonction du pH A. d’une suspension bactérienne 
L.lactis hydrophile recouvertes ou non de BSA et B. d’une suspension bactérienne L.lactis PrtP+ 
hydrophobe recouvertes ou non de BSA.  
 
 Il semble donc que la centrifugation qui permet de supprimer l’excédent de protéines a 
également pour effet de dissocier les protéines des bactéries. Cependant, les données SFG 
permettront d’écarter cette hypothèse (cf. chapitre III – 2 – 3). Plus probablement, la 
centrifugation modifie l’interaction BSA – bactérie de telle sorte que  l’état de charge global 
de la bactérie n’est pas affecté par la présence des protéines. 
 
 
III – 2 – 2 : Recouvrement des SAM d’ODT par les bactéries et les protéines  
 
Caractérisation du recouvrement bactérien par microscopie de fluorescence : 
importance de la qualité du rinçage 
 
 Deux types de distribution spatiale des bactéries sur la SAM d’ODT ont été observés 
selon la qualité du rinçage pour éliminer les bactéries en suspension (Figure 55). 
 La Figure 55.A correspond à un échantillon rincé en plongeant le support dans un 
bécher d’eau distillée (rinçage « brutal ») puis égoutté à l’air avant d’être placé sous le 
microscope. Cette procédure a pour effet de déplacer des bactéries et de les regrouper sous 
l’action de forces capillaires et de former des « réseaux » de bactéries. 
 Pour éviter ce problème (qui rend l’échantillon spatialement inhomogène), le protocole 
de rinçage a été modifié. L’eau distillée est ajoutée « précautionneusement » à la suspension 
bactérienne et l’excès de solution s’écoule doucement sur les bords sans que les bactéries ne 
soient jamais exposées à l’air. On observe qu’alors l’adhésion bactérienne sur la SAM d’ODT 
reste homogène (Figure 55.B) et on peut estimer le taux de recouvrement de la SAM d’ODT 
par les bactéries à 60 ± 10 %  (analyse numérique de l’image, cf. chapitre III – 1 – 3).  
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Figure 55 : Images en épifluorescence (50x50 µm2) de l’adhésion bactérienne sur la SAM d’ODT 
après un rinçage A. « brutal» (avec mise à l’air transitoire du support) et B. « avec précaution ». 
 
 On peut aussi dénombrer les bactéries en les décrochant du support par ultrasons puis 
en utilisant la méthode des micro-spots (cf. Annexe 2.A). Il faut noter que sous ultrasons, 
toutes les bactéries peuvent ne pas se décrocher, et qu’en outre la technique peut générer la 
mort de certaines cellules. Ainsi la population bactérienne peut être sous-estimée par cette 
méthode.  
 Les résultats de nos dénombrements montrent une population moyenne de                
106 cellules/mL correspondant à une densité bactérienne sur la SAM d’ODT de                       
~ (5 ± 2).105 cellules/mm2 (la surface de la goutte de suspension bactérienne sur le support est 
de ~50 mm2). Considérant la surface d’une bactérie d’environ Sbactérie = 8.10-7 mm2 (le 
diamètre d’une bactérie est d’~1 µm), le recouvrement bactérien de la surface SAM d’ODT                
(Sbactérie x Densité bactérienne) est estimé à (50 ± 20) %, en accord avec la valeur obtenue par 
imagerie de fluorescence.  
 
Observation des bactéries après adhésion par microscopie MEB 
  
 En microscopie de fluorescence les bactéries apparaissent comme des points. Une 
image à haute résolution des bactéries, qui nous renseigne sur leur intégrité structurale sur la 
SAM d’ODT, est accessible par microscopie MEB (Figure 56).  
 
Figure 56 : Images au microscope électronique à balayage de bactéries Lactococcus lactis A. 
échantillon contrôle (bactéries en suspension) B. après 90 min d’adhésion sur la SAM d’ODT à une 
échelle comparable à la taille d’une bactérie (taille de la zone imagée : 2,85x2,1 µm2) et C. à l’échelle 
de la zone du support sondée par spectroscopie SFG (taille de la zone imagée : 114x84 µm2). 
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Comme on peut l’observer, les bactéries isolées ont  conservé leur forme ovococcoïde 
et leur taille d’un micromètre de diamètre environ. On peut même observer des cellules en 
cours de mitose (division de la bactérie mère en deux bactéries filles), signe que les bactéries 
restent « en bonne santé » sur la SAM d’ODT, même sans nutriments. On remarque par 
ailleurs qu’il ne s’est pas formé de matrice extracellulaire et qu’une seule couche de bactéries 
recouvre la surface. 
 A partir d’une image MEB telle que celle représentée Figure 56.C il a été aussi 
possible d’estimer le recouvrement bactérien à environ 50 %.  
 
 La confrontation des données d’imagerie de fluorescence, de dénombrement et 
d’imagerie MEB permet d’estimer que le taux de recouvrement bactérien sur la surface de la 
SAM d’ODT est de l’ordre de (60 ± 10) % pour chacune des deux souches bactériennes. 
 
Caractérisation du recouvrement protéique  
 
 Les protéines ne peuvent pas être observées directement par les microscopies MEB et 
d’épifluorescence en raison de leur taille (30x80 Ǻ2 pour la BSA) qui est 100 fois plus petite 
que celle d’une bactérie L. lactis. Afin de contrôler l’état de surface de la SAM d’ODT suite à 
l’adsorption de la protéine BSA, des mesures topographiques par microscopie AFM et des 
mesures d’angles de contact avec de l’eau distillée ont été réalisées suivant les procédures 
décrites au chapitre II – 2. 
 
Mesures d’AFM 
 
 Les topographies par microscopie AFM de surfaces SAM d’ODT après adsorption 
d’une solution de protéines BSA (0,1 et 0,01 mg.mL-1) dans l’eau sont illustrées par la      
Figure 57.  
 
 Pour les deux concentrations protéiques, on remarque la présence de stries ou de traits 
blancs sur les cristallites d’or de la SAM (zones marron), qui correspondent probablement aux 
protéines adsorbées. On notera Figure 57.C que le passage répété de la pointe AFM sur la 
surface déplace les protéines et entraîne la formation de dépôts. Ces mesures de microscopie 
AFM nous permettent d’affirmer la présence de la BSA sur la SAM d’ODT mais ne 
permettent pas de conclure sur l’homogénéité du recouvrement de la surface par les protéines. 
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Figure 57 : Images AFM topographiques de la surface de la SAM d’ODT suite à l’adsorption de 
protéines BSA réalisées en mode contact : A, A’. Images 10x10 µm2. B, B’. Zoom au centre de l’image 
précédente (1x1 µm2). C. Images 10x10 µm2 de la même zone imagée en A après avoir obtenu l’image 
B : la pointe AFM déplace et regroupe les protéines BSA. A-C : [BSA] = 0,1 mg.mL-1. A’-B’ :               
[BSA] = 0,01 mg.mL-1.  
 
Mesures d’angle de contact  
 
  Le caractère hydrophobe / hydrophile de la surface de la SAM d’ODT consécutif à 
l’adsorption des protéines a été contrôlé par des mesures d’angles de contact. 
Un support « contrôle » de la SAM d’ODT immergé dans l’eau distillée sans protéines a été 
analysé au goniomètre « macroscopique ». L’angle de contact initial (θi(ODT+H2O) = 109 ± 2°) 
est le même que celui mesuré pour l’ODT seul (Annexe 2.E) révélant que l’eau ne pénètre pas 
au sein du substrat, ne modifie par la structure des chaînes d’ODT et que la surface reste 
hydrophobe.  
Les angles de contact sont ensuite mesurés à l’aide des goniomètres « macroscopique » et 
« picoLitre » sur des SAM d’ODT après adsorption de protéines à différentes concentrations 
comme décrit au chapitre III – 1.  
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 L’ensemble des résultats est reporté dans le Tableau 3. En prenant en considération les 
incertitudes de mesure, les deux méthodes donnent des angles de contact très voisins, quelle 
que soit la concentration protéique utilisée, significativement inférieure à la valeur d’angle de 
contact mesurée pour la SAM d’ODT nue. Ces résultats démontrent que la couche de 
protéines adsorbées sur la SAM d’ODT rend la surface plus hydrophile, en accord avec les 
données de la littérature (149). 
 
 Goniomètre 
“macroscopique 
Goniomètre 
« picoLitre » 
ODT seul 109 ± 2° 110,4 ± 2° 
ODT + BSA 0,5 mg.mL-1  74 ± 3° 63,3 ± 5° 
ODT + BSA 0,1 mg.mL-1 74 ± 2° 65,7 ± 4° 
ODT + BSA 0,05 mg.mL-1 72,3 ± 2° 62,5 ± 4,3° 
ODT + BSA 0,01 mg.mL-1 68 ± 2° 66,2 ± 3,1° 
Tableau 3 : Angle de contact initial de la SAM d’ODT après adsorption de protéines BSA à partir de 
différentes solutions protéiques, observé à l’aide des goniomètres « macroscopique » et « picoLitre » 
(cf. Annexe 2.E). 
 
 L’homogénéité de la couche de BSA a été contrôlée par mesures d’angle de contact 
réalisées avec le goniomètre « picoLitre » en différents points de la surface (Figure 58) : 
aucune variation n’a été mesurée sur toute la surface, révélant un recouvrement protéique 
homogène quelle que soit la concentration de la solution protéique déposée. Ceci suggère 
qu’au moins une monocouche de protéines est obtenue à toutes les concentrations. Il se peut 
que pour une concentration supérieure à 0,01 mg.mL-1, la SAM d’ODT soit recouverte d’une 
multicouche de protéines.  
 
 
Figure 58 : Cartographie des angles de contact initiaux de l’eau sur la SAM d’ODT suite à 
l’adsorption protéique. A. [BSA] = 0,01 mg.mL-1 et B. [BSA] = 0,1 mg.mL-1. Les gouttes obtenues sur 
toute la surface présentent la même forme. L’angle de contact est donc constant. 
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III – 2 – 3 : Spectroscopie SFG de la SAM d’ODT en présence de biomolécules 
 
Spectres SFG de la SAM d’ODT exposée aux solvants 
 
 Nous avons vu que la simple exposition à un solvant, en modifiant les facteurs de 
Fresnel, change les intensités relatives des champs laser dans la couche d’ODT, et modifie 
donc les intensités relatives des bandes de vibration, même si la présence du solvant ne 
modifie pas la conformation des molécules d’ODT. Il est donc nécessaire dans un premier 
temps de mesurer le spectre SFG du substrat en milieu aqueux. 
 Les spectres SFG de l’ODT recouvert d’eau ou d’une solution de nitrate de potassium 
10-1 mol.L-1 sont similaires (Figure 59.C et Figure 59.D) et significativement différents de 
celui de l’ODT exposé à l’air (Figure 59.B). 
 
 La déconvolution des spectres expérimentaux obtenus en solution aqueuse a nécessité 
dans un premier temps de corriger le profil spectral du laser infrarouge g(ωIR)                       
(cf. chapitre II – 3), qui est modifié par absorption de son aile rouge (i.e. aux grandes valeurs 
du nombre d’onde), par l’eau liquide. Rappelons que ce profil est obtenu par la mesure du 
spectre SFG du cristal de référence en GaAs. La Figure 60 montre le spectre laser obtenu à 
partir d’un échantillon de GaAs placé dans l’air et dans l’eau. Le spectre de l’absorption de 
l’eau liquide est également indiqué. Si l’on corrige le spectre SFG de GaAs mesuré à l’air par 
l’absorption de l’eau, on obtient le spectre en vert sur la Figure 60 qui se superpose 
parfaitement au spectre expérimental quand l’épaisseur de la couche aqueuse est de 5 µm. Par 
la suite, tous les spectres SFG acquis en solution aqueuse sont corrigés de l’absorption de 
l’eau. 
 
 La déconvolution des spectres de la Figure 59 a été réalisée dans les mêmes conditions 
que celle décrite pour la SAM d’ODT exposée à l’air (cf. chapitre II – 3 – 2). Quel que soit le 
solvant, le meilleur ajustement d’une collection de spectres a été obtenu pour une différence 
de phase ∆φ = 260°, différente de la valeur ∆φ = 290° déterminée pour l’air.  
En solution aqueuse, nous avons fixé les contraintes sur les paramètres de déconvolution des 
spectres de la façon suivante : 
- nous avons pris en compte six modes de vibrations des groupes CH2 et CH3 aux 
mêmes fréquences que celles définies pour la SAM d’ODT exposée à l’air           
(cf. chapitre II – 3 – 2) 
- la différence de phase a été fixée à la valeur de 260° 
- les demi-largeurs à mi-hauteur Гv sont égales pour tous les modes de vibration v. 
La déconvolution des spectres SFG obtenus en phase liquide montre que le rapport 
phénoménologique R décrit précédemment (cf. chapitre II – 3 – 2) augmente lorsque la SAM 
d’ODT est en milieu aqueux : R(SAM d’ODT / eau) = 5,8 ± 0,5 et R(SAM d’ODT / KNO3) = 5,4 ± 0,5, par 
rapport à la valeur déterminée dans l’air (R(SAM d’ODT / air) = 3,8 ± 0,5).  
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Figure 59 : A. Schéma expérimental. B-C : Spectres SFG expérimentaux (courbe bleue) et ajustement 
obtenu (courbe rouge) quand la SAM est exposée : B. à l’air, C. à l’eau distillée, D. à une solution de 
KNO3 à 10-1 mol.L-1. La courbe en pointillés violets représente le profil spectral du faisceau IR en 
milieu aqueux et les bandes vertes sont les bandes déconvoluées.  
 
 
Figure 60 : Courbe de l’absorption de l’eau liquide en fonction du nombre d’onde en bleu. Les 
spectres SFG de GaAs exposés à l’air (courbe noire) ou dans l’eau (courbe rouge) sont également 
présents. La courbe verte représente le spectre SFG de GaAs exposé à l’air et corrigé par la courbe 
de l’absorption de l’eau. 
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 Cette augmentation du rapport R doit correspondre à un redressement du groupe 
méthyle de l’ODT en phase aqueuse (cf. chapitre II – 2 – 3). Le calcul exact de l’angle 
d’inclinaison du méthyle est effectué avec notre logiciel de calcul de spectres. 
 La modélisation des spectres SFG de la SAM d’ODT en milieu aqueux intégrant les 
paramètres conformationnels de l’ODT exposé à l’air et les paramètres optiques 
correspondant à l’eau ne permet pas le bon recouvrement avec les spectres expérimentaux 
(Figure 61.A) : ceci montre qu’il se produit un changement de conformation des molécules 
d’ODT par simple exposition à l’eau. 
 La modélisation des spectres SFG de la SAM d’ODT exposée aux solvants aqueux 
permet de montrer que les chaînes d’ODT changent de conformation par rapport à celle 
adoptée dans l’air correspondant à une augmentation de l’angle twist et à une diminution de 
l’angle tilt du méthyle pour les deux solvants étudiés (eau et solution de nitrate de potassium) 
(Tableau 4) : le groupe méthyle terminal se redresse de 2,6 et 3,9° (pour les molécules A et B 
respectivement) quand on passe de l’air à l’eau.  
 
 
Figure 61 : Comparaison des spectres déconvolués expérimentaux (courbes rouges) de la SAM 
d’ODT exposée à l’eau distillée avec les spectres théoriques (traits pointillées bleus) A. en supposant 
que les molécules d’ODT possèdent la même conformation que lorsqu’elles sont exposées à l’air et B. 
dans l’hypothèse où leur conformation est modifiée et décrite par les paramètres suivants : ϴ = 30°, et 
ФA/B = 250 / 340 pour les molécules A et B respectivement. Le spectre expérimental est le même dans 
les deux cas.  
 
Spectres SFG de la SAM d’ODT exposée aux bactéries Lactococcus lactis en absence 
de protéines 
 
 Les spectres SFG de la SAM d’ODT exposée aux bactéries hydrophiles et 
hydrophobes dans l’eau distillée sont représentés Figure 62.A et Figure 62.B respectivement. 
Les spectres SFG obtenus dans le nitrate de potassium à 10-1 mol.L-1 ne présentent pas de 
différence avec ceux obtenus dans l’eau distillée. 
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Figure 62 : Spectres SFG expérimentaux de la SAM d’ODT (courbe bleue) et ajustement obtenu 
(courbe rouge) après 90 minutes d’adhésion dans l’eau distillée contenant : A. des bactéries 
Lactococcus lactis hydrophiles. B. des bactéries Lactococcus lactis PrtP+ hydrophobes,. La courbe en 
pointillés violets représente le profil spectral du faisceau IR en milieu aqueux, et les bandes vertes 
sont les bandes déconvoluées. 
 
 Ces spectres ont des allures différentes pour les bactéries hydrophobes et hydrophiles 
et se différencient également de ceux obtenus pour la SAM d’ODT exposée à l’air ou à une 
solution aqueuse. Toutefois, sur ces spectres les modes de vibration symétriques (dont la 
résonance de Fermi) et antisymétriques du groupe méthyle restent prédominants.  
 
 Nous avons par ailleurs contrôlé que les bactéries en interaction avec la surface ne 
contribuaient pas aux intensités des modes de vibrations CH2 et CH3 des spectres SFG. En 
effet, la paroi bactérienne est constituée de peptidoglycanes mais aussi de nombreuses 
protéines dont les groupements méthyles et méthylènes des acides aminés pourraient 
contribuer aux spectres SFG. Une adhésion bactérienne sur un substrat d’or non 
fonctionnalisé a été réalisée dans les mêmes conditions expérimentales que l’adhésion 
bactérienne sur la SAM d’ODT.  
 
Figure 63 : Spectre SFG expérimental du support d’or exposé aux bactéries Lactococcus lactis PrtP+ 
hydrophobes, après 90 minutes d’adhésion dans l’eau distillée et rinçage. 
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 Le spectre SFG obtenu ne montre qu’un signal non résonnant (Figure 63) démontrant 
que les bactéries ne contribuent pas au signal SFG et que leurs groupements méthyles et 
méthylènes ne sont pas ordonnés de façon non centro-symétrique.  
 
 La déconvolution des spectres SFG de la SAM d’ODT en présence de bactéries a été  
réalisée en utilisant les mêmes paramètres de déconvolution que celles précédemment décrites 
pour le support seul exposé à l’eau :  
- une différence de phase fixe pour tous les modes de vibration. La phase, déterminée 
de la même manière en présence des bactéries qu’en présence de l’air et de l’eau, est 
de 260° lorsque la SAM d’ODT est en contact avec les bactéries hydrophiles (même 
valeur que pour l’eau) et 236° lorsque le support est en contact avec les bactéries 
hydrophobes  
- une même largeur spectrale pour les six modes de vibration.  
 Par ailleurs, la déconvolution des spectres s’est avérée de meilleure qualité quand on a 
pris en considération le fait que les bactéries ne recouvraient pas toute la surface. Quand on 
admet un recouvrement de 100 % de la SAM, nous obtenons une dispersion plus grande des 
valeurs du paramètre phénoménologique R (Figure 64A, Figure 64.B). La formule 
d’ajustement des spectres (2) est indiquée plus loin. Cette procédure ajoute un paramètre 
d’ajustement (le poids du spectre des bactéries par rapport à celui de l’eau). La meilleure 
reproductibilité de la déconvolution des spectres en présence des bactéries (Figure 64) a été 
obtenue avec un recouvrement de 60 ± 10 % pour les deux souches de bactéries. Cette 
estimation du recouvrement de la SAM par les bactéries est en bon accord avec celles 
obtenues par les microscopies de fluorescence et MEB. 
 On suppose donc que les spectres SFG résultent de la superposition cohérente de deux 
contributions, l’une provenant des molécules d’ODT recouvertes de bactéries et l’autre des 
molécules d’ODT exposées directement à la solution aqueuse.  
 La formule de déconvolution intègre ainsi le recouvrement bactérien de la surface a    
(a = 1 : pas de bactérie, a = 0 : recouvrement total des bactéries sur la SAM d’ODT) : 
 
89:;sJ ∝ sJ *KJ + 	 C∑ h}f
}}"Г}a Dgbca0																																				+1 −  C∑ h}f}}"Г}a Défg 
-
 (2) 
 
 
 Expérimentalement, le signal de la SAM d’ODT exposée au solvant est toujours 
acquis le même jour et dans les mêmes conditions que celui de la SAM d’ODT exposée aux 
bactéries afin de s’affranchir des fluctuations possibles du laser et du trajet optique. Les 
paramètres de déconvolution de ce signal sont ceux utilisés pour la déconvolution des spectres 
de la SAM d’ODT exposée aux bactéries. 
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Figure 64 : Spectres SFG expérimentaux de la SAM d’ODT (courbe bleue) exposée aux bactéries 
Lactococcus lactis PrtP+ hydrophobes, après 90 minutes d’adhésion dans l’eau distillée, réalisés à 
deux différentes dates : A, B. l’ajustement est obtenu (courbe rouge) avec un recouvrement de la 
surface par les bactéries considéré comme total (100 %) ; C, D. l’ajustement est obtenu (courbe 
rouge) avec un recouvrement de la surface par les bactéries de 60 ± 10 % pour les deux dates et E.F. 
exposé aux bactéries Lactococcus lactis hydrophiles, après 90 minutes d’adhésion, réalisés le même 
jour  dans l’eau distillée et une solution de nitrate de potassium (10-1 mol.L-1) respectivement avec un 
recouvrement de la surface par les bactéries de 60 ± 10 %. La courbe en pointillés violets représente 
le profil spectral du faisceau IR en milieu aqueux et les bandes vertes, les bandes déconvoluées. 
 
 Les valeurs du rapport R obtenues dans les différents cas sont répertoriées dans le 
Tableau 4. Le rapport R est significativement différent selon que les bactéries sont 
hydrophobes ou hydrophiles. R augmente en présence des bactéries hydrophiles par rapport à 
l’eau, ce qui correspond à un redressement des groupes méthyles de la SAM d’ODT. Au 
contraire, en présence de bactéries hydrophobes, le rapport R diminue par rapport au cas de 
l’eau, indiquant que ces bactéries ont pour effet de « coucher » les groupes méthyle des 
2750 2800 2850 2900 2950 3000 3050 3100
0
500
1000
1500
2000
Wavenumber Hcm L
SF
G
in
te
n
sit
y
Ha
.
u
L
2750 2800 2850 2900 2950 3000 3050 3100
0
200
400
600
800
1000
1200
Wavenumber Hcm L
SF
G
in
te
n
sit
y
Ha
.
u
L
2750 2800 2850 2900 2950 3000 3050 3100
0
200
400
600
800
1000
1200
Wavenumber Hcm L
SF
G
in
te
n
sit
y
Ha
.
u
L
A.
Recouvrement
considéré à 100 %
R = 4,9
2750 2800 2850 2900 2950 3000 3050 3100
0
500
1000
1500
2000
Wavenumber Hcm L
SF
G
in
te
n
sit
y
Ha
.
u
L
-1-1
a
sy
m
 C
H
2
F
e
rm
i 
C
H
3
sy
m
 C
H
2
sy
m
 C
H
3
a
sy
m
C
H
3
sy
m
 S
-C
H
2 Spectre de référence
Spectre expérimental
Ajustement du spectre SFG
Bandes déconvoluées
B.
Recouvrement
considéré à 100 %
R = 9,8
C.
Recouvrement
considéré à 60±10 %
R = 4
D.
Recouvrement
considéré à 60±10 %
R = 4,3
-1-1
2750 2800 2850 2900 2950 3000 3050 3100
0
500
1000
1500
2000
Wavenumber Hcm L
SF
G
in
te
n
sit
y
Ha
.
u
L
2750 2800 2850 2900 2950 3000 3050 3100
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
3500
Wavenumber Hcm L
SF
G
in
te
n
sit
y
Ha
.
u
L
E.
Eau
Recouvrement
considéré à 60±10 %
R = 8,8
F.
KNO3
Recouvrement
considéré à 60±10 %
R = 8,4
-1 -1
Bactérie hydrophobe / SAM d’ODT dans l’eau distillée 
Bactérie hydrophile / SAM d’ODT dans les deux solvants
Page | 109  
 
chaînes d’ODT. On remarque aussi que la présence d’ions dans le milieu ne modifie pas 
l’interaction des bactéries avec la SAM. 
 
SAM d’ODT à Paramètre R (± 0.5) Angle ΦA/B (± 3°) Angle tiltA/B CH3 (± 1°) 
l’air 3,7 
 
243 / 332 55,1 / 15,8 
l’eau distillée 5,8 
 
250 /340 52,5 / 11,9 
KNO3 (10-1 mol.L-1) 5,4 
 
249 / 339 52,5 / 11,9 
bactéries hydrophiles, 
eau 
8,8 260 / 350 48,9 / 7,5 
bactéries hydrophiles, 
KNO3 
8,2 260 / 350 48,9 / 7,5 
bactéries 
hydrophobes, eau 
3,8 238/ 328 55,8 / 16,8 
bactéries 
hydrophobes, KNO3 
3,5 237 / 327 56,6 / 18,3 
Tableau 4 : Résultats de la déconvolution des spectres SFG (paramètre	 = 	 sv	 "	s¡¢sv	  ) et de 
leur modélisation : inclinaison (« tilt ») du groupe méthyle et angle de « twist » de la chaîne Φ 
associé, dans l’hypothèse où les chaînes tournent rigidement autour d’elles-mêmes pour les molécules 
A et B respectivement (cf. le modèle présenté au chapitre II – 2) de la SAM d’ODT exposée aux 
solvants et aux bactéries. 
 
 La modélisation des spectres SFG est ensuite réalisée. Pour obtenir l’angle 
d’inclinaison des groupes méthyle, et l’angle correspondant de « twist » de la chaîne alkyle 
(dans l’hypothèse où les chaînes tournent rigidement autour d’elles-mêmes), nous avons 
considéré que l’indice optique des bactéries n’était pas différent de celui de l’eau (le 
cytoplasme des bactéries étant principalement composé d’un milieu aqueux) en l’absence 
d’une valeur expérimentale de l’indice optique des bactéries dans la littérature.                    
Les Figure 65.A et Figure 65.B montrent les spectres correspondant à l’eau. L’ajustement des 
spectres SFG théoriques et expérimentaux (Figure 65.C et Figure 65.D) est obtenu pour les 
valeurs de ΦA/B répertoriés dans le Tableau 4.  
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Figure 65 : Comparaison des spectres déconvolués expérimentaux (courbes en traits pleins) de la 
SAM d’ODT exposée aux bactéries dans l’eau distillée avec les spectres théoriques (traits pointillées) 
A,B. en supposant que les molécules d’ODT possèdent la même conformation que lorsqu’elles sont 
exposées à l’eau pour les bactéries hydrophobes et hydrophiles respectivement, C. dans l’hypothèse 
où leur conformation est modifiée suite à l’adhésion des bactéries hydrophobes et décrite par les 
paramètres suivants : ФA/B = 240 / 330° pour les molécules A et B respectivement (traits pointillés 
violets), et D. dans l’hypothèse où leur conformation est modifiée suite à l’adhésion des bactéries 
hydrophiles et décrite par les paramètres suivants : ФA/B = 260 / 350° pour les molécules A et B 
respectivement (traits pointillés roses).  
 
 En conclusion provisoire de cette partie de notre étude, les spectres SFG de la SAM 
d’ODT gardent la signature d’une SAM en présence des bactéries, à savoir qu’ils sont 
dominés par les bandes du méthyle, alors que les bandes des groupes méthylènes restent très 
peu intenses. Ceci indique que l’interaction avec les bactéries ne détruit pas l’organisation 
intermoléculaire de la SAM. Ce résultat n’est pas surprenant car une bactérie recouvre 
environ 2200 molécules d’ODT (deux molécules d’ODT sont espacées de 5 Ǻ,                     
cf. chapitre II – 2 – 4). 
De plus, nous observons des changements mesurables et reproductibles des intensités relatives 
des bandes de vibration des groupements méthyle, qui indiquent que la SAM ajuste 
légèrement sa conformation suivant la nature de son environnement. L’exposition aux 
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bactéries hydrophiles induit une inclinaison plus faible du groupe CH3 terminal de l’ODT. Au 
contraire, lorsque le substrat est exposé aux bactéries Lactococcus lactis modifiées PrtP+ 
hydrophobes, l’inclinaison du méthyle augmente. L’amplitude de variation ne dépasse pas 10° 
de l’air aux bactéries hydrophiles. Comme nous l’avons déjà évoqué dans le chapitre II, elle 
est observable grâce à l’extrême sensibilité de la SFG à l’inclinaison du méthyle. En 
revanche, la SFG est très peu sensible à l’orientation des groupes méthylène pour la 
conformation de l’ODT dans la SAM, ce qui nous a fait renoncer à l’idée d’exploiter 
l’intensité des bandes CH2. L’ensemble de ces résultats décrivant la conformation de la SAM 
d’ODT exposée à l’air, à une solution aqueuse puis à des bactéries est résumé 
schématiquement dans la Figure 66. 
 
 
Figure 66 : Schéma de la conformation de la SAM d’ODT exposée : A. à l’air, B. à l’eau, C. aux 
bactéries Lactococcus lactis hydrophiles et D. aux bactéries Lactococcus lactis modifiées PrtP+ 
hydrophobes. Les changements des angles twist et tilt du méthyle sont exagérés pour une meilleure 
visualisation du changement conformationnel de la chaîne d’ODT. 
 
 
Remarque : Des résultats similaires ont été obtenus sur des monocouches autoassemblées de 
PentaDécaneThiol (PDT) (cf. Annexe 1.C). Le PDT est une autre molécule de la série des 
alcanethiols aliphatiques, qui comporte 15 atomes de carbone. De ce fait, dans la SAM les 
groupements méthyle sont plus inclinés sur la surface que dans le cas de l’ODT (voir      
Figure 11 du chapitre II : la structure de la SAM étant indépendante du nombre d’atomes de 
carbone, l’inclinaison du méthyle ne dépend que de la parité de ce nombre). L’enjeu est donc 
de vérifier que les propriétés que nous observons sont bien dues à la structure générale d’une 
SAM de molécules d’alcane tout trans, et ne sont pas spécifiques à l’ODT, et pour savoir si 
nos conclusions restent valables dans le cas où les groupements méthyles sont plus inclinés 
sur la surface : l’annexe 1.C montre que les deux molécules donnent des résultats cohérents.  
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Spectre SFG de la SAM d’ODT en contact avec un film primaire protéique  
  
 Nous avons vu précédemment à travers les mesures d’angle de contact                       
(cf. chapitre III – 3 – 1) que les supports de la SAM d’ODT étaient recouverts d’un film 
homogène de protéines pour des concentrations en protéines comprises entre 0,01 et               
0,5 mg.mL-1. Par la suite, nous avons choisi la concentration de BSA à 0,1 mg.mL-1, qui est 
normalement suffisante pour recouvrir la paroi bactérienne en protéines. En effet, si l’on 
considère les dimensions de la protéine BSA (2.4 10-17 m2 à pH = 5,5) et celles de la bactérie 
lactique (~3.10-12 m2), il faut au plus ≈ 105 protéines pour recouvrir une bactérie. Par 
conséquent, pour une concentration bactérienne de 4.109 UFC/mL, on estime que la paroi 
cellulaire est recouverte de protéines pour une concentration minimale de                            
BSA = 0,06 mg.mL-1.  
 
 Nous avons vérifié dans un premier temps que les groupements méthyles et 
méthylènes de la protéine BSA ne contribuent pas au spectre de la SAM d’ODT. Pour ce 
faire, nous avons adsorbé des protéines sur une SAM d’ODT deutéré qui ne présente pas elle-
même de vibrations C-H. Le succès de la fonctionnalisation de la surface d’or par les 
molécules d’ODT deutéré a été contrôlé par spectroscopie SFG dans la gamme de longueur 
d’onde des groupes CD2 et CD3 (cf. Annexe 2.F) et  par mesure d’angle de contact                   
(θi = 109 ± 2°) sur toute la surface. 
 L’intensité des modes de vibration des groupes CH3 de la protéine BSA est 
négligeable (< 0,1%)  devant celle de la SAM d’ODT exposée au film protéique                  
(cf. ci-dessous) et les modes de vibration d’élongation des groupes CH2 sont indétectables         
(Figure 67) : la protéine BSA ne contribue pas au signal SFG dans la gamme spectrale       
2750 – 3100 cm-1.  
 
Figure 67 : Spectre SFG expérimental de la SAM d’ODT deutéré en contact avec les protéines BSA 
dans l’eau distillée (courbe bleue) et ajustement obtenu (courbe rouge). La courbe en pointillés violets 
représente le profil spectral du faisceau IR en milieu aqueux et les bandes vertes, les bandes 
déconvoluées. Ici, les bandes déconvoluées ont été multipliées par un facteur ~ x40 par rapport à 
celles de la Figure 68. 
 
Les travaux de la littérature rapportent que pour d’autres types de surfaces (silice, 
nanoparticules d’or, etc…), les groupes méthyles de la protéine BSA adsorbée donnent lieu à 
un signal SFG (101) (102) (103) (104) (150). Il faut donc en conclure que sur nos supports 
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SAM, les protéines BSA adsorbées ne sont pas bien alignées ou ordonnées. On peut aussi 
envisager que pour la conformation adoptée par la BSA sur la surface SAM d’ODT, il existe  
des centres d’inversions locaux entre les groupes méthyles et méthylènes qui annuleraient le 
signal SFG. 
 Le spectre SFG expérimental de la SAM d’ODT recouverte d’un film protéique de 
BSA dans l’eau distillée et sa déconvolution sont représentés Figure 68.B. La déconvolution 
du spectre a été obtenue à partir de l’équation (2) en utilisant une différence de phase           
∆φ = ∆φ(hydrophile) = 260° et un recouvrement protéique de la surface de 95 ± 5 % en bon 
accord avec le recouvrement total estimé par les mesures d’angles de contact                        
(cf. chapitre III – 3 – 2). Comme le montre la Figure 68, un spectre quasi identique à celui de 
l’eau distillée a été obtenu : les bandes des modes de vibration d’élongation du groupe 
méthyle sont visibles révélant l’intégrité de la SAM : la protéine BSA ne peut pas s’infiltrer 
entre les chaînes d’ODT sans détruire l’organisation du film, car une protéine dans son état 
replié (forme « normal ») recouvre ~235 molécules d’ODT. Si cela se produisait, on 
n’obtiendrait pas le spectre typique d’une SAM (bandes du méthyle intenses, bandes du 
méthylène très faibles). La valeur du paramètre phénoménologique R obtenue à partir de la 
déconvolution du spectre (R = 5,5 ± 0,3) est identique à celle obtenue dans l’eau. 
 
Figure 68 : Spectres SFG expérimentaux de la SAM d’ODT (courbe bleue) et l’ajustement obtenu 
(courbe rouge) : A. dans l’eau distillée et B. après une exposition de 90 minutes à une solution 
protéique de BSA (recouvrement 95%). La courbe en pointillés violets représente le profil spectral du 
faisceau IR en milieu aqueux et les bandes vertes, les bandes déconvoluées. Les deux spectres ont été 
réalisés durant la même série d’expériences. 
 
 La modélisation du spectre expérimental SFG de la SAM d’ODT recouverte d’un film 
de protéines a été réalisée en considérant également que l’indice de réfraction des protéines 
est le même que celui de l’eau. Les paramètres de la conformation de la SAM d’ODT en 
contact avec la BSA sont rassemblés dans le Tableau 5. La molécule d’ODT adopte la même 
géométrie face au film primaire de BSA qu’en présence d’eau distillée : les chaînes alkyle se 
redressent par rapport à la conformation de la SAM d’ODT à l’air. 
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SAM d’ODT Paramètre R Angle Ф(A/B) (°) 
(± 3°) 
Angle tilt(A/B) du CH3 (°) 
(± 1°) 
 à l’air 3,7 
 
243 / 332 55,1 / 15,8 
dans l’eau distillée 5,8 ± 0,5 250 / 340 52,5 / 11,9 
+ BSA (0,1 mg.mL-1) 
dans l’eau distillée 
5,3 ± 0,3 248 / 338 53,2 / 12,9 
Tableau 5 : Résultats de la déconvolution du spectre SFG et de la modélisation (angles de « twist » de 
la chaîne Ф et angles d’inclinaison « tilt » du groupe méthyle des molécules A et B du modèle présenté 
au chapitre II – 2) de la SAM d’ODT exposée aux protéines BSA. 
 
Spectres SFG de la SAM d’ODT recouverte d’un film de BSA et en contact avec une 
suspension bactérienne (protocole 1) 
 
 Les spectres SFG obtenus présentent toujours les trois bandes caractéristiques 
correspondant aux vibrations d’élongation du groupe méthyle de la molécule d’ODT    
(Figure 69). La déconvolution des spectres SFG a été réalisée avec les mêmes contraintes sur 
les paramètres que celles utilisées pour la déconvolution du spectre SFG de la SAM d’ODT 
en contact avec le film protéique de BSA : une différence de phase fixée à 260°, les 
fréquences et les demi-largeurs à mi-hauteur des Lorentziennes Г sont fixes. Une 
déconvolution des spectres SFG par la formule (2), correspondant au cas où les bactéries 
auraient déplacé des protéines, qui conduirait à un spectre comprenant deux contributions (des 
bactéries et des protéines), n’a pas permis d’obtenir un bon ajustement. En revanche une 
déconvolution correcte a été obtenue en supposant que les molécules d’ODT sont exposées à 
un seul type de biomolécules : ceci conduit à penser que les bactéries ne déplacent pas la BSA 
à la surface de l’ODT. 
 D’après les résultats de la déconvolution des spectres SFG rassemblés dans le      
Tableau 6, le rapport R est différent de celui observé pour la SAM d’ODT recouverte 
uniquement de protéines, que les bactéries soient hydrophiles ou hydrophobes. On notera 
aussi que la différence observée lorsque les bactéries hydrophobes et hydrophiles sont 
adsorbées directement sur la SAM d’ODT (en absence de protéines) n’apparaît plus (ou du 
moins n’est pas plus grande que la barre d’erreur).  
 
 La modélisation des spectres (Tableau 6) montre que l’adhésion bactérienne sur un 
film protéique de BSA redresse les groupes méthyles de l’ODT SAM (l’angle twist ФA/B 
augmente donc l’angle tiltA/B CH3 diminue) et ce quelque-soit la nature de la paroi 
bactérienne. 
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Figure 69: Spectres SFG expérimentaux de la SAM d’ODT (courbe bleue) et l’ajustement obtenu 
(courbe rouge) : A. exposée au film primaire protéique BSA seul, B. après 90 minutes d’adhésion des 
bactéries Lactococcus lactis hydrophiles sur le film primaire protéique BSA et C. après 90 minutes 
d’adhésion des bactéries Lactococcus lactis PrtP+ hydrophobes sur le film primaire protéique BSA. 
La courbe en pointillés violets représente le profil spectral du faisceau IR en milieu aqueux et les 
bandes vertes, les bandes déconvoluées. 
 
Spectres SFG de la SAM d’ODT en contact avec une suspension de bactéries et de 
protéines (protocole 2) 
 
 Selon le protocole 2 décrit dans la section III – 1 – 2, nous avons exposé la SAM 
d’ODT à une solution contenant à la fois des protéines BSA et des bactéries dans l’eau 
distillée afin de mimer le type d’environnement le plus fréquemment rencontré en milieu 
naturel. Les mesures de zétamétrie présentées dans le  paragraphe III – 3 – 1 ont montré que 
dans une telle suspension, les bactéries étaient partiellement solvatées par les protéines 
(~50%). Le mélange BSA / bactéries contient donc des bactéries partiellement solvatées par 
des protéines et des protéines libres, qui sont en excès.  
 Les spectres SFG pour les deux souches bactériennes et leur déconvolution sont 
présentés sur les Figure 70.A et Figure 70.B. Nous avons utilisé l’équation (1) pour 
l’ajustement des spectres avec la différence de phase ∆φ = 260°. L’optimisation de 
l’ajustement du spectre expérimental a été obtenue avec un recouvrement uniforme du support 
par une entité biologique. Les bandes de vibration des modes du groupe méthyle issues de la 
déconvolution des spectres sont illustrées sur les Figure 70.C et Figure 70.D.  
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Figure 70 : Spectres SFG expérimentaux de la SAM d’ODT (courbe bleue) et l’ajustement obtenu 
(courbe rouge) : A. exposée aux bactéries Lactococcus lactis hydrophiles et à la BSA en suspension, 
B. exposée aux bactéries Lactococcus lactis PrtP+ hydrophobes et à la BSA en suspension. La courbe 
en pointillés violets représente le profil spectral du faisceau IR en milieu aqueux et les bandes vertes, 
les bandes déconvoluées. Bandes déconvoluées des spectres SFG expérimentaux de la SAM d’ODT: 
C. suite à l’adhésion des bactéries L. lactis hydrophiles seules (traits pointillés roses), en présence de 
BSA (courbe verte) et sur un film primaire protéique de BSA (courbe bleue), D. suite à l’adhésion des 
bactéries L.lactis PrtP+ hydrophobes seules (traits pointillés roses), en présence de BSA (courbe 
verte) sur un film primaire protéique de BSA (courbe bleue) dans l’eau distillée. 
 
 Les valeurs du rapport phénoménologique R et les paramètres de conformation de la 
molécule d’ODT sont rapportés dans le Tableau 6. La valeur du rapport R de la SAM d’ODT 
est identique pour les deux souches bactériennes et met en évidence que le dépôt de la 
suspension BSA / bactéries a pour effet de redresser les groupements méthyle de la SAM. La 
modélisation des spectres montre que ce redressement du groupement méthyle terminal 
correspond à une diminution de l’angle tiltA/B CH3 de 4,3 ± 2,5° et 5 ± 2,5° pour les molécules 
A et B de la SAM d’ODT, respectivement (Tableau 6). 
 La présence des protéines BSA en solution avec les bactéries change donc l’effet de 
l’adhésion bactérienne : celle-ci dépendante du caractère hydrophobe ou hydrophile de la 
bactérie quand il n’y a pas de protéine sur la SAM d’ODT, devient indépendante du caractère 
hydrophobe ou hydrophile des bactéries comme dans le cas de l’adhésion sur un film primaire 
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de BSA. Le fait que le caractère hydrophobe / hydrophile de la paroi bactérienne soit masqué 
vis-à-vis de la SAM suggère que la SAM n’est pas en contact direct avec les bactéries mais 
plutôt avec les protéines comme il va être discuté ci-après.  
 
ODT exposé à Paramètre R Angle ΦA/B (± 3°) Angle tiltA/B CH3 (± 1°) 
Film de BSA  
(0,1 mg.mL-1), eau 
5,3 ± 0,3 248 / 338 53,2 / 12,9 
Bactéries hydrophiles, 
eau 
8,8 ± 0,5 260 / 350 48,9 / 7,5 
Bactéries hydrophiles 
sur film de BSA, eau 
7,7 ± 0,9 256 / 346 50,6 / 9,4 
Bactéries hydrophiles + 
BSA, eau 
10,5 ± 1,5 264 / 350 ± 4° 47,5 / 6,5 ± 1,5° 
Bactéries hydrophiles 
solvatées par BSA, eau 
10 ± 0,6 262 / 352 48 / 6,7 
Bactéries hydrophobes, 
eau 
3,8 ± 0,5 238/ 328 55,8 / 16,8 
Bactéries hydrophobes 
sur film de BSA, eau 
10 ± 2 263 / 353 ± 4° 47 / 6,6 ± 2° 
Bactéries hydrophobes 
+ BSA, eau 
8 ± 2 256 / 346  ± 6° 50,4 / 9,4 ± 2,5° 
Bactéries hydrophobes 
solvatées par BSA, eau 
5,8 ± 0,5 250 / 340 52,5 / 11,9 
Tableau 6 : Résultats de la déconvolution des spectres SFG (paramètre	 = 	 sv	 "	s¡¢sv	  ) et de la 
modélisation des spectres SFG (angle de « twist » des chaînes Φ et inclinaison (« tilt ») du groupe 
méthyle pour les molécules A et B respectivement) de la SAM d’ODT exposée aux bactéries et aux 
protéines. 
 
Spectres SFG de la SAM d’ODT en contact avec des bactéries solvatées par des 
protéines BSA (protocole 3) 
 
 La SAM d’ODT est exposée à une suspension de bactéries solvatées par la BSA, après 
élimination des protéines libres en excès (3ème protocole, cf. chapitre III – 1). La 
déconvolution (obtenue comme pour la suspension de bactéries en présence de protéines) et la 
modélisation des spectres SFG sont résumées dans le Tableau 6. On retrouve dans ce 
protocole 3 une différence de comportement entre les bactéries hydrophobes et hydrophiles :  
dans le cas des bactéries L. lactis hydrophiles solvatées par la BSA, le changement 
conformationnel de la SAM d’ODT est le même que pour les bactéries seules ou en présence 
de BSA : le groupe méthyle en bout de chaîne se redresse significativement par rapport à la 
SAM d’ODT exposée à l’eau ; au contraire, pour les bactéries L. lactis mutées PrtP+ 
hydrophobes solvatées par la BSA, le rapport R est quasiment le même que celui obtenu pour 
la SAM d’ODT exposée à l’eau ou aux protéines BSA, compris entre celui obtenu pour la 
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SAM d’ODT exposée aux bactéries hydrophobes nues et celui obtenu pour la SAM d’ODT 
exposée à la suspension BSA / bactéries.  
 
III – 2 – 4 : Caractérisation par microscopie confocale de l’attachement des bactéries L. lactis 
sur la SAM d’ODT 
 
 Comme indiqué au chapitre III – 1 – 3, nous mesurons par imagerie de fluorescence la 
densité de bactéries sur la SAM. Ceci requiert le changement de flacon et le retournement de 
l’échantillon (face de la SAM vers le bas) et donc l’élimination de la couche d’eau, et à cette 
occasion des bactéries peu liées peuvent se détacher de la SAM. Le pourcentage des bactéries 
adhérentes sur la SAM est plus important pour les bactéries hydrophobes (42 ± 2 %) que pour 
les bactéries hydrophiles (28 ± 5 %, Figure 71.A) avec une dispersion de valeurs plus 
importante dans le cas des bactéries hydrophiles. On notera que cette dispersion des résultats 
dans le cas des bactéries qui adhèrent le moins bien peut s’expliquer par le fait que le 
détachement lors du retournement de l’échantillon est probablement lié à l’élimination de la 
couche d’eau, un processus qui peut être violent à l’échelle d’une bactérie, que l’on ne 
contrôle pas très bien, qui varie donc d’une manipulation à l’autre, et qui a sans doute d’autant 
plus d’effet lorsque les bactéries sont moins liées.  
 On observe aussi que le biofilm bactérien qui se développe sur la SAM d’ODT après 
l’adhésion dépend de la nature de la bactérie : le biofilm de bactéries hydrophobes est plus 
cohésif que celui des bactéries hydrophiles : les deux biofilms ont une épaisseur similaire, 
mais le biofilm « hydrophile » est moins dense (Figure 71.B). 
 
 
Figure 71 : A. Pourcentage de bactéries adhérentes sur la SAM d’ODT après adhésion bactérienne 
dans l’eau distillée et le retournement de la surface. B. Images de fluorescence au microscope 
confocal (92.6 x 91.5 µm2) des biofilms bactériens obtenus après exposition au milieu nutritionnel 
pendant 24 heures. L’ombre noire à droite correspond à l’épaisseur du biofilm.  
 
 Dans le cas des bactéries dont l’adhésion a été faite en présence de protéines       
(Figure 72.A), la densité de bactéries est considérablement réduite. La réduction est la plus 
forte lorsque la SAM a été recouverte d’un film primaire protéique avant l’adhésion 
(protocole 1) : dans ce cas, on ne dénombre plus aucune bactérie hydrophile. La différence 
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entre bactéries hydrophobes et hydrophiles est très marquée : la densité de bactéries 
hydrophobes est toujours significativement supérieure à celle des bactéries hydrophiles. Les 
images du biofilm bactérien formé sur ces SAM d’ODT en présence de protéines sont 
montrées sur la  Figure 72.B.  
 
 L’imagerie de fluorescence apporte ainsi des informations complémentaires à celles 
obtenues en SFG sur la « force » de l’adhésion bactérienne: avec le protocole expérimental 
assez strict requis pour la spectroscopie SFG, nous n’avons pas pu sonder par cette méthode 
cette force de l’adhésion. Il ressort des deux types d’expériences que nos mesures SFG 
reflètent l’adhésion des bactéries « fortement » et « faiblement liées ». Les images de 
fluorescence montrent par ailleurs que l’effet des protéines sur la force de l’adhésion 
bactérienne est spectaculaire. 
 
 
Figure 72 : A. Pourcentage de recouvrement de la SAM d’ODT après adhésion bactérienne, qui a été 
réalisée soit dans l’eau distillée, soit en présence de protéines BSA en solution  (protocole 2), soit sur 
un film primaire de protéines BSA (protocole 1), après retournement de la surface. B. Images de 
fluorescence au microscope confocal (92.6x91.5 µm2) des biofilms bactériens obtenus après 
exposition au milieu nutritionnel pendant 24 heures. L’ombre noire à droite correspond à l’épaisseur 
du biofilm. 
 
III – 3 – 5 : Discussion sur la biocontamination de la SAM d’ODT 
 
 L’étude de l’adhésion bactérienne sur des surfaces dites « antiadhésives » a parfois 
conduit à une divergence de résultats (cf. chapitre I – 4 – 3) sans doute par manque de 
connaissances sur les interactions biomolécules – surface à l’échelle moléculaire, ce qui fait 
l’objet de ce travail de thèse. En particulier, nous nous sommes intéressés à l’étude de la 
biocontamination de la surface « brosse » SAM d’ODT, une surface d’intérêt dans le domaine 
des surfaces antiadhésives (47).  
 Pour ce faire, nous avons employé la spectroscopie SFG pour sonder l’interface de la 
SAM d’ODT exposées à différentes entités biologiques (bactéries et/ou protéines) ce qui est 
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réalisé pour la première fois à notre connaissance, et la microscopie de fluorescence confocale 
pour quantifier les bactéries en « forte » interaction avec le substrat.  
 
 Lorsque les chaînes d’ODT sont exposées à un solvant aqueux (eau distillée ou 
solution de nitrate de potassium à 10-1 mol.L-1), les mesures SFG montrent qu’elles se 
redressent légèrement  par rapport à la géométrie de la surface à l’air : les angles tilt du 
groupe méthyle terminal de la chaîne augmentent de 2,6° et 3,9°  pour les molécules A et B 
respectivement (cf. chapitre II – 3 – 2). Ce faible ajustement des angles au sein de la molécule 
d’ODT en présence de solvant révèle que l’interaction entre la SAM et les molécules d’eau est 
très faible : l’organisation des chaînes carbonées de la SAM reste intacte, ce qui n’est pas très 
surprenant puisque les nombreuses interactions de van der Waals entre les groupes 
méthylènes tout au long de la chaîne représentent une énergie cumulée bien supérieure à celle 
de l’interaction d’un groupement méthyle avec l’eau (entre un substrat très hydrophobe        
(θi = 109°) et un liquide « hydrophile » par excellence). L’obtention de faibles variations des 
angles tilt du groupe CH3 permettent également de valider la modélisation réalisée dans ce 
travail. 
 Le redressement du groupe méthyle au contact de l’eau peut s’expliquer en terme 
d’interaction hydrophobe / hydrophile. Lorsqu’une molécule (ici, le groupement terminal de 
la chaîne d’ODT) est en contact avec un milieu hydrophile, elle est solvatée par les molécules 
d’eau (151). Dans le cas où il s’agit d’une molécule hydrophobe (telle la chaîne d’ODT), les 
interactions molécule / eau sont plus faibles que les interactions eau / eau. Afin de stabiliser 
l’énergie du système, l’interface entre molécules hydrophobes et hydrophiles est 
minimisée par séparation entre phase hydrophobe et phase hydrophile, ce qui est plus 
favorable qu’un mélange des deux phases. Pour la SAM d’ODT, la meilleure séparation de 
phase serait obtenue pour des groupements méthyle terminaux perpendiculaires à la surface, 
mais cette conformation coûterait trop d’énergie car il est douteux qu’en pied de chaîne les 
liaisons or-soufre puissent supporter la torsion de la chaîne alkyle correspondante. On observe 
donc qu’un redressement relatif des groupements méthyle. 
 
 Les résultats obtenus par spectroscopie SFG montrent qu’au contact des bactéries, 
l’ODT adapte légèrement sa conformation en fonction du caractère hydrophobe / hydrophile 
de l’enveloppe bactérienne (Tableau 4). Les variations de l’inclinaison du méthyle sont faibles 
(environ 10°). Comme dans le cas de l’eau, l’organisation du film d’ODT n’est pas détruite. 
L’évolution de l’inclinaison des groupements méthyle en fonction du caractère hydrophobe / 
hydrophile est interprétable directement en fonction des éléments discutés à propos de 
l’interaction avec une couche d’eau. Si les bactéries sont hydrophiles, les méthyles se 
redressent comme dans le cas de l’eau, pour la même raison. On remarque que l’effet des 
bactéries hydrophiles est plus fort que celui de l’eau (diminution de l’angle tilt CH3 de 3,6 et 
4,4° pour les molécules A et B respectivement, Figure 66.C). Ceci appelle deux 
commentaires : d’une part cela exclut le fait qu’une couche d’eau « épaisse » (de plus d’une 
monocouche) existe entre les bactéries et le substrat (sinon, on observerait la même 
inclinaison de CH3 que dans le cas où l’ODT est exposé à l’eau seule). D’autre part les 
bactéries s’avèrent « plus hydrophiles » que l’eau elle-même. Ceci a l’air paradoxal, mais il ne 
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faut pas oublier que nous comparons un solvant « simple » avec des objets vivants plus 
complexes. Les bactéries ont probablement une meilleure capacité que l’eau à s’adapter à un 
support hydrophobe.  
 Dans le cas où la SAM d’ODT est exposée aux bactéries hydrophobes, l’analyse des 
spectres SFG montre que le groupe méthyle tend à se coucher (Figure 66.D). Ici, les bactéries 
et le support sont tous les deux hydrophobes : maximiser le nombre d’interactions et donc la 
surface de contact entre eux permet de stabiliser en énergie le système {SAM d’ODT – 
bactéries hydrophobes en solution}. Par conséquent, en couchant le méthyle terminal de la 
chaîne d’ODT, les bactéries sont en contact avec le groupe CH3 mais également avec le 
groupe CH2 voisin du groupe méthyle. Il y a une augmentation du nombre d’interactions de 
van der Waals entre les deux espèces.   
 On notera aussi que les changements conformationnels des molécules d’ODT 
exposées aux bactéries dans l’eau et dans la solution de nitrate de potassium sont les mêmes 
démontrant que la présence d’ions n’influencent pas l’adhésion bactérienne sur la SAM 
d’ODT.  
 Quelle que soit la nature des bactéries, les angles twist et tilt du méthyle terminal de la 
chaîne d’ODT sont peu différents de ceux mesurée dans l’air (~10°) ce qui exclut l’existence 
de liaisons covalentes entre les cellules et la SAM d’ODT.  
 
 Les résultats obtenus par microscopie confocale permettent d’établir une relation entre 
ces changements conformationnels et les forces d’adhésion entre les bactéries et la SAM 
d’ODT, y compris sur la formation et la structure des biofilms bactériens : le recouvrement 
par des bactéries « fortement » adhérentes sur la SAM d’ODT (c'est-à-dire supportant 
l’élimination du solvant) est plus important pour la souche bactérienne hydrophobe 
(maximisation des interactions avec l’ODT) que pour la souche hydrophile (redressement du 
groupement terminal). 
 
 Jusqu’à présent, les études menées sur l’adhésion bactérienne (en absence de 
protéines) prennent en compte l’impact de l’état de la surface (rugosité, hydrophobicité, 
fonctionnalisation) sur l’adhésion, mais aucune ne tient compte de l’impact de l’adhésion sur 
la surface. Ceci pourrait alors expliquer des résultats contradictoires ou incompris de certaines 
recherches (34) (42) (71). En effet, certaines surfaces composées de brosses (comme c’est le 
cas pour le support étudié ici), fonctionnalisées par un groupe terminal connu pour limiter 
l’adhésion bactérienne, ne donnent pas le résultat escompté. Ceci pourrait s’expliquer par le 
fait que l’adhésion bactérienne change la conformation de ce groupe fonctionnel, qui de ce 
fait pourrait perdre en partie sa propriété antiadhésive vis-à-vis des bactéries. Nos résultats 
indiquent qu’il faut se soucier de la conformation de la surface en présence des bactéries, qui 
peut différer après l’adhésion des bactéries de celle qui a été recherchée. 
 Les résultats de l’étude menée ici ne peuvent cependant pas être généralisés : il s’agit 
de l’adhésion de bactéries particulières, de forme coccoïde et relativement lisses (sans pilis ou 
flagelles), sur un substrat particulier. L’effet de l’impact d’autres bactéries sur une surface 
fonctionnalisée différemment ne peut pas être prédit. De plus, dans le monde du vivant, la 
surface n’est pas en contact uniquement avec des bactéries mais également avec des protéines, 
Page | 122  
 
des nutriments, et d’autres microorganismes, qui influent également sur l’adhésion 
bactérienne et que nous allons discuter maintenant. 
 
 L’étude préliminaire par SFG de la SAM d’ODT recouverte d’un film de protéines 
BSA montre des spectres identiques à ceux obtenus lorsque la surface est en contact avec de 
l’eau distillée. La protéine BSA est un édifice moléculaire complexe dont la surface présente à 
la fois des parties hydrophobes et des parties hydrophiles, le ratio dépendant de la 
conformation de la protéine qui peut varier en fonction de l’environnement : il est donc 
impossible d’interpréter notre résultat de manière précise. Nous nous contentons donc de 
remarquer que l’augmentation du rapport R correspond au fait que le film de BSA est 
nettement plus hydrophile que l’ODT (Annexe 2.E), ce qui va dans le sens général de nos 
observations. 
 
 Lorsque la SAM d’ODT est exposée aux bactéries solvatées par la BSA (protocole 3), 
l’orientation du groupe méthyle de l’ODT reste différente selon le caractère hydrophobe / 
hydrophile de la bactérie. Les bactéries hydrophobes solvatées par la BSA génèrent un 
aplanissement de la partie terminale de l’ODT mais moindre que celui mesuré dans le cas des 
bactéries hydrophobes nues alors que les bactéries hydrophiles solvatées par la BSA ont le 
même effet sur la conformation de l’ODT que les bactéries nues. Cette observation peut 
s’interpréter simplement en considérant que la paroi des bactéries hydrophobes solvatées par 
la BSA présente un plus grande hydrophilie que les bactéries nues atténuant l’effet 
d’aplatissement de la chaîne d’ODT.   
 
 Les données SFG montre que la modification structurale de la SAM d’ODT revêtue 
d’un film primaire protéique puis colonisée par les bactéries (protocole 1) ou exposées à une 
solution de BSA et de bactéries (protocole 2) est similaire pour les deux souches          
bactériennes : 
- en présence de protéines, la SAM d’ODT ne discerne plus le caractère hydrophobe / 
hydrophile des parois bactériennes alors qu’une différence était observée lorsque 
seules les bactéries sont présentes sur la SAM d’ODT.  
- le paramètre R obtenu est identique à celui mesuré pour la SAM d’ODT exposée 
aux bactéries hydrophiles seules. 
 
 Considérons le cas où la SAM d’ODT est recouverte d’un film de BSA puis colonisée 
par les bactéries (protocole 1). Le paramètre R(bactéries hydrophobes sur le film de BSA) est différent du 
rapport R(BSA seule) et du rapport R(bactéries hydrophobes seules), et n’est pas compris entre ces deux 
derniers rapports. Nous pouvons en conclure que les bactéries ne déplacent pas les protéines 
BSA et qu’elles ne sont pas en contact direct avec la SAM d’ODT. Néanmoins, le spectre 
SFG expérimental de la SAM d’ODT en contact avec des protéines « surmontées » par les 
bactéries est différent de celui de la SAM d’ODT en contact avec seulement des protéines ce 
qui montre que l’adhésion bactérienne perturbe suffisamment le film protéique pour que cela 
impact la conformation de la SAM d’ODT à travers les protéines. Les protéines peuvent en 
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effet changer de conformation pour s’adapter à un nouvel environnement biologique. Une 
réorganisation structurale de la couche externe du film primaire (qui est au contact des 
bactéries) peut se transmettre aux couches inférieures du film jusqu’aux protéines BSA en 
contact avec l’ODT. Cette réorganisation structurale du film de BSA ne dépend pas du 
caractère hydrophile / hydrophobe des bactéries. On obtient alors le mécanisme de l’adhésion 
bactérienne sur un film primaire de protéines BSA sur la SAM d’ODT proposé dans la    
Figure 73.A. 
 Il est à noter que ce changement structural du film primaire protéique résultant de la 
colonisation bactérienne est en accord avec la déconvolution des spectres SFG : un facteur de 
recouvrement de 95 ± 5 %  par une seule entité biologique était nécessaire. 
 Notons qu’un tel changement conformationnel des protéines BSA résultant de la 
colonisation bactérienne devrait avoir une signature en SFG, à condition de sonder les modes 
de vibration des fonctions amides des protéines dans la gamme de fréquences 1600-1800 cm-1 
(cf. Conclusions et Perspectives). Nous n’avons pas eu le temps de mener à bien cette étude, 
seulement de réaliser une étude préliminaire (cf. Annexe 3.A). 
 
 
Figure 73: Schémas proposés pour la colonisation bactérienne de la SAM d’ODT A. En présence d’un 
film primaire protéique BSA. B. En présence de protéines BSA au sein de la suspension bactérienne. 
 
 Lorsque les bactéries et les protéines sont présentes de manière concomitante au sein 
de la suspension déposée sur la SAM (protocole 2), il y a à la fois symbiose entre les bactéries 
et les protéines BSA (bactéries solvatées par les protéines comme le montrent les mesures 
SFG et de mobilité électrophorétique) et compétition entre l’adhésion bactérienne et 
l’adsorption protéique. Le transport des biomolécules jusqu’à la surface est une étape clé de la 
colonisation, déterminant si les bactéries peuvent adhérer directement au film d’ODT ou si 
elles se trouvent à nouveau (comme dans le cas d’un film primaire de protéines) sur un film 
protéique. Il est connu que les protéines, biomolécules de plus petite taille que les bactéries, 
diffusent beaucoup plus vite en solution que les bactéries. Typiquement, on trouve des valeurs 
de coefficient de diffusion de l’ordre de 6.10-11 m2.s-1 pour les protéines BSA dans des 
solvants aqueux à température ambiante (T = 22-25°C) (152) (153) et de l’ordre de              
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10-12 m2.s-1 pour des bactéries non motiles (i.e. ne possédant pas la capacité de se mouvoir par 
elles-mêmes, dépourvues de flagelles ou de pilis, ce qui est le cas pour les bactéries 
Lactococcus lactis étudiées ici) (154). 
Le fait d’obtenir le même changement conformationnel de la SAM d’ODT lors de la 
colonisation bactérienne en présence de protéines ou sur un film primaire protéique est 
compatible avec la conclusion que les protéines à l’état libre diffusent effectivement plus vite 
vers la surface et la colonisent avant que les bactéries n’adhèrent (Figure 73.B). La différence 
avec le cas de l’adhésion sur un film primaire de protéines préadsorbées est que les bactéries 
sont partiellement solvatées par des protéines, mais cela ne se traduit pas par des différences 
mesurables par SFG. Les conclusions obtenues dans le cas du film primaire sont valables dans 
le cas de la coadsorption. Ce résultat n’est pas surprenant du fait que l’inclinaison des 
groupements méthyle caractérise ici l’interaction de l’ODT avec les protéines et non avec les 
bactéries. 
Cette spécificité de la spectroscopie SFG permet aussi d’expliquer l’apparente 
discordance avec les données de microscopie confocale. On aurait pu s’attendre à ce que le 
recouvrement bactérien de la SAM d’ODT en présence de protéines et quelle que soit la 
nature de la bactérie soit le même qu’en présence de bactéries hydrophiles seules du fait du 
redressement quasi identique des chaînes de l’ODT. Les mesures de microscopie confocale 
montrent que l’adhésion des bactéries dépend très fortement de la présence des protéines, de 
la manière dont celles-ci sont introduites (i. e. avant ou pendant la colonisation bactérienne) et 
du caractère hydrophobe ou hydrophile des bactéries. 
 
 En se basant sur le mécanisme d’adhésion bactérienne proposé par spectroscopie SFG 
et en considérant qu’en microscopie confocale, les substrats ont été retournés (détachement de 
la surface SAM des bactéries les plus faiblement adhérentes), il est possible d’interpréter 
l’ensemble des résultats (Figure 74). Quelle que soit la nature des bactéries, le recouvrement 
bactérien de la SAM d’ODT est plus faible en présence qu’en absence de protéines ce qui 
signifie que les bactéries sont plus faiblement liées au film de BSA qu’au substrat.  
Un autre fait remarquable est que la « force » d’adhésion bactérienne au substrat est différente 
selon que la SAM est préalablement recouverte d’un film protéique (protocole 1) ou exposée 
à une suspension contenant les bactéries et la BSA (protocole 2). Rappelons que dans ce 
dernier cas, les bactéries sont aussi partiellement solvatées par la BSA ce qui suggère que 
l’interaction {bactérie solvatée par BSA – BSA} est plus forte (recouvrement bactérien de 
l’ordre de 15 %) que l’interaction {bactérie – BSA} (recouvrement bactérien quasi nul). 
 
 Un autre résultat obtenu par microscopie confocale est que le nombre de bactéries 
adhérentes à la SAM d’ODT est systématiquement plus faible dans le cas des bactéries 
hydrophiles par rapport aux bactéries hydrophobes. Considérant les propriétés de la BSA et en 
accord avec les mesures d’angle de contact (la surface est plus hydrophile en présence de 
protéines), on peut supposer que la protéine adopte une géométrie où ses groupements 
hydrophobes sont plutôt exposés face à la SAM d’ODT hydrophobe et en conséquence, que 
ses groupements hydrophiles font face aux bactéries. En raisonnant uniquement en terme 
d’interaction hydrophobe / hydrophile, l’adhésion des bactéries hydrophiles devrait donc être 
Page | 125  
 
plus forte que celle des bactéries hydrophobes, ce qui n’est pas observé. D’autres types 
d’interactions doivent donc être mis en jeu. Les mesures de mobilité électrophorétique 
montrent que les bactéries tout comme les protéines sont des entités chargées négativement 
avec une charge négative plus importante portée par les bactéries hydrophiles par rapport à 
celle portée par les bactéries hydrophobes : il existe donc une répulsion coulombienne entre le 
film de protéines et les bactéries, plus forte pour les bactéries hydrophiles que pour les 
bactéries hydrophobes. L’interaction bactérie / BSA serait préférentiellement gouvernée par 
des interactions électrostatiques.  
 
 
Figure 74 : Décrochement des bactéries par élimination du liquide et retournement de l’échantillon, 
basé sur les résultats SFG et de microscopie confocale de fluorescence, A. quand les bactéries ont été 
déposées sur un film primaire protéique BSA. B. quand les bactéries ont été déposées en présence de 
protéines BSA en suspension. 
 
 Des études ont déjà été menées pour étudier l’adhésion bactérienne en présence de 
protéines, mais uniquement dans le cas où les protéines étaient sous la forme d’un film 
primaire protéique et en analysant le caractère hydrophobe / hydrophile de la surface revêtue 
de protéines ou en analysant les forces d’adhésion par AFM (9) (155).  
 Il a été montré que la présence d’un film de BSA diminuait fortement l’adhésion de 
souches bactériennes hydrophobes de bactéries à gram positif Staphylococcus aureus (17) sur 
une surface de polyméthacrylate de méthyle (PMMA) et Staphylococcus epidermidis (deux 
bactéries pathogènes mais proches des bactéries Lactococcus lactis hydrophobes de cette 
étude) ainsi que celle des bactéries Staphylococcus saprophyticus sur le polymère perfluoro 
éthylène propylène (FEP) (74). La présence de protéines augmente le caractère hydrophile de 
la surface (ce qui a été également observé dans la présente étude par des mesures d’angle de 
contact) et diminue les forces d’interaction entre les bactéries et la surface. Un revêtement de 
protéines BSA sur une surface de silice diminue l’adhésion des bactéries S. epidermidis et 
permet la formation de colonies bactériennes plus petites et moins denses sur la surface que 
sur une surface de silice seule (16).Un revêtement de sérum fétal bovin (SFB) ou de 
fibronectine (FN) sur des surfaces autoassemblées masque les propriétés du substrat et donc 
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masque la composition chimique de la SAM (98). En contact avec des bactéries, la protéine 
SFB (composée majoritairement de protéines BSA) interagit de manière non spécifique avec 
les bactéries : les forces d’adhésion sont faibles. Au contraire, l’interaction de la protéine FN 
avec les bactéries est de type ligand-accepteur ce qui augmente les forces d’adhésion entre les 
bactéries et le revêtement de fibronectine.  
 
 Toutes ces recherches sont focalisées sur l’influence du revêtement protéique sur 
l’adhésion bactérienne, et leurs résultats ont été discutés en termes d’interactions spécifiques 
ou non entre les bactéries et les protéines ou en termes de caractère hydrophobe / hydrophile 
de la paroi bactérienne. Nous avons démontré dans ce travail que ce ne sont pas les seuls 
facteurs à considérer : l’adhésion bactérienne est également susceptible de changer la 
conformation de la surface revêtue de protéines ce qui influence par la suite l’adhésion 
bactérienne et son développement par des forces d’interactions différentes entre les bactéries 
et la SAM (prise en compte de la charge portée par les différentes entités biologiques).  
A travers ce travail de thèse, on retrouve les résultats expérimentaux de la littérature : 
-  la spectroscopie SFG montre que la SAM d’ODT ne « voit » plus le caractère 
hydrophobe / hydrophile des bactéries lorsqu’il y a présence du film primaire 
protéique BSA.  
- le protocole utilisé (retournement de la SAM) montre par microscopie confocale que 
les forces d’adhésion sont plus faibles entre les bactéries et la surface lorsqu’il y a 
présence du film de BSA.  
 La combinaison de la spectroscopie SFG avec la microscopie confocale nous a permis 
d’aller encore plus loin dans la compréhension du biofouling des surfaces « brosses » : 
compréhension de la nature des interactions suivant l’absence ou la présence de protéines. 
Egalement, nous avons mis en évidence le fait que si les protéines sont présentes pendant 
l’adhésion bactérienne, la force d’interaction entre les bactéries et la surface est plus forte 
qu’avec un film protéique primaire. Par rapport à un environnement naturel contenant des 
protéines, les études d’adhésion bactérienne sur un film primaire protéique surestime l’effet 
antiadhésif de la surface. 
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Conclusions et Perspectives 
 
 
 Dans le cadre du contrôle de la biocontamination des surfaces par des bactéries 
pathogènes, les méthodes de lutte anti-biofilm de bactéries pathogènes s’orientent autour de 
deux axes : 
- une lutte en aval de la formation du biofilm : recherche de désinfectants bactéricides 
(induisant la mort des bactéries) contenant par exemple des antimicrobiens ou des 
antibiotiques (avec le danger que comporte la dissémination des antibiotiques, qui 
entraîne l’apparition de souches résistantes). 
- une lutte en amont de la formation du biofilm (i.e. prévention de la formation du 
biofilm) : recherche de surfaces antiadhésives, bactéricides ou bactériostatiques (la 
bactérie est vivante mais incapable de croître). 
 
 Au cours de ce travail de recherche fondamentale, nous nous sommes intéressés à ce 
second axe en considérant une surface « brosse » constituée d’une SAM d’ODT. Deux 
souches de bactéries Lactococcus lactis, modèles de bactéries pathogènes telles que 
Streptococcus, ont été étudiées, l’une hydrophobe et l’autre hydrophile. Nous nous sommes 
efforcés de répondre à deux questions afin de mieux comprendre et contrôler l’adhésion 
bactérienne dans un environnement naturel : 
- la présence des bactéries sur la surface a-t-elle un impact détectable sur la 
conformation des brosses ? 
- l’adsorption protéique sur cette surface est-elle un atout contre la 
biocontamination (i.e. la colonisation de la surface en milieux aqueux par les   
microorganismes) ? 
 
 Pour y répondre, la technique employée est la spectroscopie de Génération de 
Fréquence Somme (SFG) qui permet d’étudier à l’échelle moléculaire des interfaces en 
contact avec un milieu biologique. C’est un outil unique car la SFG permet de sonder in situ 
des échantillons sans les détruire. La spectroscopie vibrationnelle SFG possède également une 
grande sensibilité de détection grâce à l’acquisition du signal dans le domaine du visible 
plutôt que dans le domaine de l’infrarouge. De plus, il a été montré lors de ce travail que cette 
spectroscopie est une technique très sensible à la conformation des molécules : de faibles 
modifications de conformation de la SAM donnent lieu à de grands changements spectraux. 
La microscopie confocale de fluorescence a également été utilisée pour étudier la nature des 
interactions bactéries-protéines-SAM. Ces deux techniques se sont révélées très 
complémentaires.  
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La présence des bactéries sur la surface a-t-elle un impact sur la 
conformation des brosses ? 
 
 L’étude réalisée par spectroscopie SFG permet de déterminer de façon quantitative la 
conformation des molécules d’ODT à l’air mais également en contact avec un milieu 
biologique. Nous avons démontré que l’adhésion bactérienne a un effet sur la conformation de 
la SAM d’ODT. Lorsque l’adhésion des bactéries Lactococcus lactis est réalisée dans l’eau 
distillée, la conformation des molécules d’ODT dépend du caractère hydrophobe / hydrophile 
de la paroi bactérienne. En présence de bactéries hydrophiles, la surface hydrophobe évolue 
de manière à limiter les points de contact avec le milieu biologique et le groupe méthyle 
terminal des chaînes d’ODT se redresse. Au contraire, au contact de bactéries hydrophobes, 
les interactions hydrophobe / hydrophobe ont pour effet de coucher les groupes méthyle de la 
SAM. 
 Lorsque l’adhésion des bactéries lactiques est réalisée en présence de protéines 
modèles d’albumine de sérum bovin (BSA), adsorbées au préalable sur la SAM d’ODT (film 
primaire protéique, « protein coating ») ou au sein de la suspension bactérienne (afin de 
mimer au mieux l’environnement naturel), la conformation de la SAM d’ODT n’est plus la 
même que celle obtenue par l’adhésion bactérienne dans l’eau distillée. Les chaînes de la 
SAM d’ODT sont en contact avec les protéines BSA hydrophiles, elles-mêmes en contact 
avec les bactéries hydrophobes ou hydrophiles, et se redressent pour limiter les points de 
contact entre une surface hydrophobe et un milieu hydrophile. La nature de la paroi 
bactérienne (caractère hydrophobe / hydrophile) est alors masquée par la présence des 
protéines mais la présence des bactéries a un effet sur le film primaire protéique qui est perçu 
par les molécules d’ODT (probablement dû à un changement conformationnel des protéines 
BSA au contact des bactéries). 
 
 En conclusion, la présence des bactéries a un impact sur la conformation de la surface 
« en brosse » qui dépend du caractère hydrophobe / hydrophile des bactéries lorsqu’elles sont 
seules en suspension et qui ne dépend plus de ce caractère lorsque des protéines sont 
présentes. 
 
L’adsorption protéique sur la SAM d’ODT est-elle un atout contre la 
biocontamination (i.e. colonisation de la surface en milieux aqueux par les 
microorganismes) ? 
 
 Les résultats obtenus par spectroscopie SFG ont montré le même effet de l’adhésion 
bactérienne sur la conformation de la SAM lorsque les protéines BSA sont présentes avant ou 
pendant la colonisation par les souches hydrophobes ou hydrophiles. Rappelons que lors de 
cette étude spectroscopique, l’adhésion bactérienne est forcée (i.e. rinçage 
« précautionneux ») et qu’on réalise un dépôt de bactéries sur la SAM (i.e. les bactéries 
fortement et faiblement adhérentes sont présentes à la surface).  
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 L’étude réalisée par microscopie confocale de fluorescence sur le nombre de bactéries 
fortement adhérentes sur le support (i.e. après retournement de la surface, les bactéries 
faiblement adhérentes se décrochant de la surface) montre une différence selon le procédé 
d’introduction des protéines sur la SAM. Lorsque les protéines forment au préalable un film 
primaire protéique sur le support, le nombre de bactéries adhérant à la surface revêtue de BSA 
est quasi nul. Au contraire lorsque les protéines sont présentes dans la suspension bactérienne 
au moment de la colonisation de la SAM par les bactéries hydrophobes ou hydrophiles (i.e. 
dans des conditions plus proches de l’environnement naturel), le recouvrement des bactéries 
fortement adhérentes au support est de l’ordre de 10%, soit une valeur intermédiaire entre le 
recouvrement des bactéries en l’absence de protéines (environ 40%) et sur le film primaire 
protéique (≈ 0%). Les bactéries solvatées par des protéines adhèrent donc plus fortement à un 
film protéique que les bactéries nues. 
 
 En conclusion, la présence des protéines de BSA réduit l’adhésion des bactéries sur la 
SAM d’ODT et cede manière beaucoup plus radicale pour la souche hydrophile. Nos études 
se rapprochent d’autres travaux montrant que le revêtement d’une surface par un film primaire 
protéique est un atout contre la biocontamination. L’approche originale de notre travail a été 
de prendre aussi en considération que dans un environnement naturel, les bactéries adhérentes 
sont elles-mêmes solvatées par les protéines. Dans ce cas, l’effet antiadhésif du film primaire 
protéique est réduit. Cet aspect devrait pris en considération pour le développement de 
nouveaux matériaux. 
 
Limites de notre étude et perspectives 
 
 Lors de cette thèse, l’étude de l’adhésion bactérienne à l’échelle moléculaire s’est 
focalisée sur une unique SAM au contact d’une seule espèce bactérienne de la famille des 
coques et d’une seule protéine plasmatique. De plus, le choix de mettre en œuvre la SFG en 
réflexion à travers le film d’eau nous a empêché d’étudier le comportement de la SAM lors de 
la formation du biofilm. Ce premier travail a permis de sonder les propriétés de surface de la 
SAM d’ODT mais la spectroscopie SFG offre également d’autres possibilités. 
 
 Nous savons que l’adhésion bactérienne est un processus multifactoriel et dépend 
entre autre de la nature de la bactérie, de ses propriétés de surface, de sa concentration... Une 
expérience complémentaire (cf. Annexe 3.B) utilisant une souche hydrophobe de 
Staphylococcus aureus (AH1331 super GFP) à une concentration 1000 fois inférieure à celle 
utilisée pour les bactéries lactiques, confirme la fonction antiadhésive de la SAM d’ODT. 
 Pour pouvoir généraliser les résultats de notre travail, il faudrait étudier 
systématiquement  l’adhésion de bactéries de structures (bactéries pourvues d’appendices 
extracellulaires, en forme de bâtonnets...) et de propriétés de surface différentes. Par exemple, 
l’UBBHM dispose d’une souche de bactéries L. lactis modifiées recouvertes de pilis qui 
pourrait faire l’objet d’une étude à court terme. Dans les interactions protéine – bactérie, des 
interactions spécifiques ligands-récepteur, qui n’ont pas été considérées dans le cadre de ce 
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travail, peuvent être mises en jeu : des protéines telles que la fibronectine,  le fibrinogène ou 
la laminine du plasma sanguin peuvent interagir spécifiquement avec des bactéries 
Staphylococcus (17). 
 
 La SAM d’ODT s’avère être une surface très intéressante pour ses propriétés  
antiadhésives de bactéries hydrophobes ou hydrophiles, sans ou en présence de protéines. Le 
choix de la surface a été motivé par le contrôle très facile de son auto-organisation et par notre 
connaissance approfondie de sa conformation et de la modélisation de son spectre SFG. 
D’autres études ont montré que des SAM se terminant par d’autres groupements que le 
groupe méthyle tels que le tri-éthylène glycol (156), le tri-éthylène glycol méthyl éther ou un 
groupement amide secondaire (27), ont aussi des propriétés antiadhésives. Ces structures 
« brosses » sont stables et leur étude devrait permettre d’explorer des interactions plus 
spécifiques et/ou plus fortes entre la bactérie et la surface. On peut aller au-delà en greffant 
des ligands ciblant spécifiquement certaines protéines (157) plutôt que des fonctions 
chimiques simples. 
 
 Des améliorations expérimentales ouvriraient également d’autres perspectives. Le 
changement de l’arrangement optique permettrait de suivre la cinétique de formation du 
biofilm par spectroscopie SFG. Expérimentalement, on utiliserait un prisme fonctionnalisé par 
des nanoparticules d’or sur lesquelles les molécules d’ODT s’adsorberaient (158) (159). 
L’émission SFG serait obtenue par réflexion totale interne des faisceaux incidents et émis 
grâce aux ondes évanescentes à la surface du prisme en contact avec la suspension 
bactérienne. On s’affranchirait alors de l’absorption par la couche d’eau. La principale 
difficulté de cette étude repose sur la fonctionnalisation du prisme, sa reproductibilité et sa 
stabilité. 
 
La spectroscopie SFG offre l’opportunité de sonder les protéines elles-mêmes ce qui 
permettrait de confirmer l’hypothèse avancée lors de ce travail selon laquelle les bactéries 
provoqueraient un changement de conformation des protéines BSA au sein du film primaire 
protéique et de quantifier ces changements structuraux. Elle repose sur l’étude vibrationnelle 
de la fonction amide, connue pour être sensible à la conformation des protéines (entre 1500 et 
1800 cm-1). Dans le cas des protéines, différents groupes vibrent à une fréquence 
caractéristique dépendant de leur environnement chimique et donc dépendant de la structure 
secondaire de la protéine dans laquelle ils évoluent (hélices alpha, feuillets béta, turns…). 
Selon l’intensité relative des différents modes de vibration observée en spectroscopie SFG, il 
est alors possible de déterminer le pourcentage d’hélices alpha (bande amide I autour de    
1660 cm-1) et de feuillets béta (deux bandes amide I autour de 1630 et 1680 cm-1) au sein de la 
protéine adsorbée et de relier cette valeur à une conformation possible de la protéine. En effet, 
plus la protéine présente un pourcentage d’hélices alpha (ou de feuillets béta) important, plus 
l’intensité du mode de vibration associé est intense. La combinaison d’expériences SFG 
réalisées avec des faisceaux visible, infrarouge et SFG polarisés s ou p (i.e. faisceaux ppp, 
ssp, spp, etc…) permet de déduire l’orientation de ces hélices et feuillets au sein de la protéine 
(160). 
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Ceci est plus difficile que de détecter les modes C-H (notamment parce qu’il faut 
s’affranchir de l’absorption par l’eau atmosphérique), mais la faisabilité de cette étude avec 
notre dispositif expérimental a été démontré lors d’une étude préliminaire (cf. Annexe 3.A). 
 
 Le dispositif expérimental SFG permet aussi un accès facile à la gamme spectrale 
permettant de sonder la présence et l’organisation d’un film d’eau au-dessus de la SAM et 
entre protéines et bactéries (3000 – 3300 cm-1). Il existe une littérature abondante dans 
laquelle les interfaces de l’eau liquide et gazeuse ont été étudiées (161) (162) (163) (164) 
(165). Dans le cas présent, l’observation du film d’eau permettra probablement d’obtenir des 
informations donnant accès à une compréhension plus complète à l’échelle moléculaire de la 
bio-adhésion.  
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Annexe 1 : Complément au chapitre II 
 
A - Spectres SFG de la SAM d’ODT sur Au(111) sur mica 
 
 De façon générale, les supports d’or sur mica sont considérés de meilleure qualité que 
les supports d’or sur verre. Les images AFM ont montré que pour les deux types de supports, 
des terrasses d’or d’environ 1-2 µm2 étaient obtenus et délimités par des « crevasses » de            
20 à 30  nm de profondeur. Néanmoins, les supports d’or sur mica que nous avons utiliés 
(fournis par Phasis) présentent également des trous de 20 à 30 nm de diamètre sur toute la 
surface d’or. Ces défauts sont quelque peu inquiétants. Dans cette annexe, cette hypothèse 
sera vérifiée par des mesures de spectroscopie SFG. 
 
 La fonctionnalisation des supports d’or sur mica est réalisée de la même façon que 
celle des supports de verre (cf. chapitre II – 2 – 1) avec une solution d’ODT. Les spectres 
SFG de la SAM d’ODT / Au / mica sont acquis pendant le même temps d’acquisition que 
ceux de la SAM d’ODT / Au / verre à l’air et dans l’eau distillée (Figure 75). 
Nous avons obtenu des SAM d’ODT sur le mica qui donnent de bons spectres à l’air. 
L’ajustement du spectre SFG de la SAM d’ODT mesuré à l’air est quasiment identique à celui 
pour la SAM d’ODT sur du verre. 
 
 
Figure 75 : Spectres expérimentaux SFG de la SAM d’ODT sur Au/mica (traits pointillés bleus) et 
ajustement obtenu (courbe rouge) A. enregistré à l’air et B. dans l’eau distillée. La courbe violette 
représente le profil spectral du faisceau IR en milieu aqueux et les bandes vertes, les bandes 
déconvoluées. 
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 Cependant, lorsque la SAM d’ODT sur mica est mis en contact avec l’eau distillée, on 
obtient des spectres 30 fois moins intenses. Il subsiste un signal du méthyle faible, sans que le 
signal du méthylène n’augmente significativement, avec une phase (∆φ = 24°) très différente 
de celle (∆φ = 260°) de la SAM sur du verre dans l’eau. Ce changement très marqué de la 
phase en présence d’eau est intrigant, de même que la très forte perte d’intensité globale. 
Cette dernière nous a fait renoncer à utiliser le mica comme support.  
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B- Déconvolution des spectres SFG et incertitudes 
 
 Les spectres expérimentaux SFG de la SAM d’ODT en contact avec les différents 
environnements biologiques (eau, bactéries, protéines, etc…) sont déconvolués avec le 
logiciel Mathematica en utilisant la formule suivante (1) : 
89:;sJ ∝ sJ £*KJ +	 a}sJ − a + tГaa £
-
 
Les paramètres ayant été définis au chapitre II – 3 – 2. 
 
 Le nombre de paramètres étant important, l’ajustement automatique réalisé par le 
logiciel est long et donne parfois des résultats non physiques. L’expérience montre que 
l’ajustement « manuel » à l’aide de la fonction « Manipulate » de Mathematica permet 
d’obtenir l’ajustement plus rapidement tout en permettant à l’expérimentateur de comprendre 
comment les différents paramètres affectent le spectre. Avec cette fonction, chaque paramètre 
peut être modifié à l’aide d’un curseur en visualisant instantanément les variations du spectre 
calculé, qui est superposé au spectre expérimental, jusqu’à l’obtention d’un bon ajustement 
visuel entre la courbe déconvoluée et le spectre expérimental (Figure 76). 
 
 La reproductibilité des spectres SFG expérimentaux de la SAM d’ODT exposée à l’air 
et de leur déconvolution sont représentées Figure 77.  
 
 L’incertitude estimée sur la valeur du rapport R est de ± 0,5 dans le cas de la SAM 
d’ODT exposée à l’air ce qui correspond à une incertitude de ± 1° sur l’angle tilt du groupe 
méthyle en bout de chaîne après modélisation. 
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Figure 76 : Ajustement (courbe rouge) du spectre expérimental SFG (traits pointillés bleus) de la 
SAM d’ODT exposée à l’air avec la fonction « Manipulate » du logiciel Mathematica et en utilisant la 
formule mathématique ci-dessus. Les contraintes appliquées afin d’obtenir une solution unique à 
l’équation sont : Гv constantes pour tous les modes de vibrations v et ∆φv fixes = 290° = 5.07 rad pour 
l’ODT à l’air). La courbe en pointillés violets représente le profil spectral du faisceau IR en milieu 
aqueux et les bandes vertes, les bandes déconvoluées. 
 
 
 
Figure 77 : Spectres SFG expérimentaux de la SAM d’ODT à l’air (traits pointillées bleus) réalisés à 
différentes dates et ayant conduit aux valeurs de R les plus éloignées. La courbe en violet représente le 
profil spectral du faisceau IR, les bandes vertes sont les bandes déconvoluées. 
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C - Spectres SFG de la SAM de PDT  
 
 Afin de confirmer l’impact de l’adhésion bactérienne sur des « brosses » de chaînes 
alkyles (i.e. la SAM d’ODT), un autre support a été étudié. Il s’agit du SAM de 
PentaDécaneThiol (PDT), composé d’un groupe thiol, de quatorze groupes méthylènes et 
d’un groupe méthyle, soit trois groupes méthylènes de moins que l’ODT SAM. Si on se réfère 
à la Figure 11 du chapitre II, l’inclinaison du groupe méthyle est plus forte pour un nombre 
impair d’atomes de carbone que pour un nombre pair (Figure ). On peut se demander 
comment cette inclinaison initiale plus forte va se traduire lors de l’interaction avec l’eau et 
les bactéries. 
 
Figure 78 : Représentation schématique de la SAM d’ODT SAM et de la SAM de PDT en 
conformation tout trans. 
 
 Les SAM de PDT sont préparés comme ceux d’ODT. L’adhésion bactérienne 
également. Des images en épifluorescence (non montrées) ont été acquises et ont donné le 
même recouvrement bactérien sur le PDT SAM que sur l’ODT SAM soit d’environ              
70 ± 10 %. 
 
 Les spectres SFG de la SAM de PDT sont réalisés dans les mêmes conditions que 
ceux de l’ODT SAM. Dans un premier temps, la SAM de PDT est exposée à l’air          
(Figure .A) puis dans l’eau pure ou contenant du KNO3 (Figure .B). A l’air, du fait de 
l’inclinaison plus forte du groupe méthyle dans le PDT, le spectre est dominé par la bande de 
vibration asymétrique, tandis que les deux autres bandes du méthyle sont assez peu intenses. 
Le rapport R devient nettement inférieur à 1. Dans l’eau la bande asymétrique décroît 
fortement. 
 La déconvolution des spectres SFG de la SAM de PDT exposée à l’air ou dans l’eau 
distillée est également réalisée avec les mêmes contraintes décrites au chapitre III (Tableau 7). 
Le spectre expérimental SFG de la SAM de PDT exposée à une solution de KNO3 à             
10-1 mol.L-1 n’est pas montré car identique à celui de la SAM de PDT exposée à l’eau 
distillée. 
 La présence d’eau distillée en contact avec la SAM augmente le rapport R par rapport 
à la valeur obtenue de R lorsque la SAM de PDT est exposé à l’air. Le même effet de l’eau est 
CH3 CH3 CH3 CH3
S SS S
Au
5 A
SAM d’ODT
CH3 CH3 CH3 CH3
S SS S
Au
SAM de PDT
5 A
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observé pour l’ODT SAM et la SAM de PDT confirmant les résultats obtenus sur la SAM 
d’ODT.  
 L’adhésion des bactéries Lactococcus lactis modifiées PrtP+ hydrophobes est ensuite 
effectuée sur la SAM de PDT pendant 90 minutes dans l’eau distillée. Le support est ensuite 
rincé délicatement afin d’enlever toutes les bactéries qui n’auraient pas encore adhérées et 
d’obtenir un recouvrement bactérien homogène sur la surface. Des images en épifluorescence 
(non montrées) ont été acquises et ont donné le même recouvrement bactérien sur la SAM de 
PDT que sur la SAM d’ODT soit d’environ 70 ± 10 %. Une lame de CaF2 est ensuite ajoutée 
au-dessus de la suspension bactérienne afin de limiter l’épaisseur de la couche d’eau et donc 
l’absorption du faisceau infrarouge. 
 
 Finalement, le spectre expérimental SFG de la SAM de PDT exposée aux bactéries 
hydrophobes et sa déconvolution sont réalisés comme celle de la SAM d’ODT exposée aux 
bactéries (Figure .C). Le meilleur ajustement des spectres expérimentaux est obtenu en 
considérant un recouvrement bactérien de 70 % ce qui est en accord avec les résultats de 
fluorescence et avec une différence de phase de 236° (support face à un environnement 
hydrophobe, cf. chapitre III). Le rapport RPDT+bactéries hydrophobes,eau vaut 1,8 ± 0,5 : il diminue 
par rapport à RPDT+eau.  
 
Figure 79 : Spectres SFG expérimentaux de la SAM de PDT (traits pointillées bleus) et leurs 
ajustements (courbe rouge) A. exposée à l’air, B. exposée à l’eau distillée et C. exposée aux bactéries 
L.lactis modifiées PrtP+ après 90 minutes d’adhésion dans l’eau distillée. La courbe en pointillés 
violets représente le profil spectral du faisceau IR en milieu aqueux et les bandes vertes, les bandes 
déconvoluées. 
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Paramètres de l’ajustement  SAM de PDT à l’air SAM de PDT dans l’eau 
distillée 
Fréquences des modes de vibrations : 
Symétrique CH2 
Symétrique CH3 
Symétrique CH2-S 
Antisymétrique CH2 
Résonance de Fermi 
Antisymétrique de CH3 
 
2851 cm-1 
2877 cm-1 
2905 cm-1 
2918 cm-1 
2936 cm-1 
2962 cm-1 
 
2851 cm-1 
2877 cm-1 
2905 cm-1 
2918 cm-1 
2936 cm-1 
2962 cm-1 
Phase fixe pour tous les modes de 
vibrations φ 
 
290 ° 
 
260° 
Demi-largeur à mi-hauteurs Г 
identique pour tous les modes de 
vibrations  
 
8,5 ± 1 cm-1 
 
11 ± 1 cm-1 
Rapport R obtenu 0,75 ± 0,1 3 ± 0,5 
Tableau 7 : Données obtenues lors de l’ajustement des spectres SFG expérimentaux de la SAM de 
PDT à l’air et dans l’eau distillée selon l’équation (1).  
 
Une modélisation du spectre SFG expérimental de la SAM de PDT est effectuée afin 
de quantifier plus précisément les changements conformationnels de la SAM de PDT selon 
l’environnement biologique auquel il est exposé. Celle-ci est décrite au chapitre II – 2 et les 
résultats obtenus sont groupés dans le Tableau 8. 
 
PDT exposé à Paramètre R (± 0.5) Angle ΦA/B (± 3°) Angle tiltA/B CH3 (± 1°) 
l’air 0,75 
 
258 / 348 39,9 / 64,9 
l’eau distillée 3 
 
215 / 305 20 / 53,1 
bactéries 
hydrophobes, eau 
1,8 229 / 319 26,3 / 60,7 
Tableau 8 : Résultats de la modélisation des spectres SFG (angle twist Φ et tilt du groupe méthyle 
pour les molécules A et B respectivement) et de la déconvolution des spectres SFG (paramètre	 =	sv	 "	s¡¢sv	  ). 
 
 Tout comme pour la SAM d’ODT, l’eau distillée a un effet brosse sur les chaînes 
alkyles qui se redressent alors que l’adhésion des bactéries hydrophobes dans l’eau tend à 
coucher le méthyle terminal de la SAM : l’angle tilt CH3 augmente de 6 et 7° (pour les 
molécules A et B respectivement) par rapport à celui de la SAM de PDT en contact avec l’eau 
distillée. Néanmoins, l’adhésion bactérienne ne permet pas de retrouver la conformation de la 
SAM de PDT à l’air (conformation la plus « couchée »). L’ODT et le PDT étant des 
molécules semblables, les mêmes explications décrites au chapitre III – 5 s’appliquent pour 
décrire le comportement de la SAM de PDT face à l’eau ou à l’adhésion des bactéries 
hydrophobe. 
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 Malheureusement, l’étude de l’adhésion des bactéries L. lactis hydrophiles dans l’eau 
distillée et celle de l’adsorption des protéines n’a pas pu être réalisée par manque de temps. 
On peut néanmoins supposer que les résultats de l’impact des milieux biologiques sur la 
conformation de la SAM de PDT seraient les mêmes que ceux sur la conformation de la SAM 
de l’ODT (ce qui est le cas pour l’instant pour l’air, l’eau et l’adhésion des bactéries 
hydrophobes). 
 
 En conclusion, les expériences réalisées sur la SAM de PDT confortent les 
conclusions faites sur la SAM d’ODT qui peuvent alors être étendues à toutes les brosses 
composées de chaînes alkyles. 
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Annexe 2 : Complément au chapitre III  
 
A - Dénombrement des bactéries 
 
 Le dénombrement est une technique permettant de quantifier à l’œil le nombre de 
d’unités bactériennes formant colonies (UFC) comme illustré sur la Figure 78.  
 
 De façon classique, on effectue des dilutions successives au dixième dans l’eau 
physiologique d’une suspension bactérienne concentrée et on dépose 1 mL de chaque dilution 
sur une boîte de pétri contenant la gélose nutritive M17A (CarlRoth) en surfusion (afin 
d’obtenir une bonne répartition des bactéries dans toute la gélose). Après solidification de la 
solution, les boîtes sont retournées pour éviter la condensation et mises à l’étuve à 30°C 
pendant une nuit afin de permettre la multiplication des bactéries. Une bactérie aura donné 
lieu à une colonie bactérienne et on dénombre alors le nombre de colonies contenues dans les 
boîtes, typiquement entre 30 à 300 colonies. L’expérience est répétée deux fois pour chaque 
dilution (Tableau 9). Cette méthode permet un dénombrement facile mais est consommatrice 
de matériels microbiologiques.  
 
 Une seconde méthode peut être utilisée appelée dénombrement par micro-spots 
(Figure 78). Seul 10 µL de chaque dilution bactérienne (spot) est déposée sur une surface de 
gélose M17A déjà gélifiée. Chaque spot est reproduit six fois. Après séchage des micro-spots, 
la boîte de pétri est ensuite retournée puis incubée à l’étuve à 30°C durant une nuit. Les 
micro-spots contenant 3 à 60 bactéries sont dénombrés. 
 
 
Figure 78 : Boîtes de pétri contenant la gélose M17A au sein desquelles sont déposées des 
suspensions bactériennes à différentes dilutions (de 105 à 109 UFC/mL) après une nuit à l’étuve à     
30 °C (à gauche) et son dénombrement (à droite) ; dénombrement par micro-spots. 
 
 Quelques résultats détaillés pour les deux types de mesures du dénombrement sont 
répertoriés dans le Tableau 9 : ils sont identiques. 
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Méthode de dénombrement Classique (UFC/mL) Micro-spots (UFC/mL) 
Suspension de L. lactis hydrophobe 148.107 
136.107 
(14.108 
15.108) 
10.108 
2 µspots à 13.108 
18.108 
19.108 
20.108 
2 µspots à 1.109 
2.109 
5.109 
Résultat dénombrement 1,4.109 1,6.109 
Suspension de L. lactis hydrophile 45.108 
49.108 
46.108 
37.108 
2.109 
2 µspots à 4.109 
5.109 
8.109 
9.109 
Résultat du dénombrement 8,7.109 9.109 
Tableau 9: Comparaison de la détermination du nombre d’unités formant colonies (UFC) par micro-
spots et par la méthode classique. 
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B - Caractère hydrophobe / hydrophile et acide / base de Lewis des bactéries 
 
 Lorsqu’une particule colloïdale idéale (ici, la cellule bactérienne) est immergée dans 
un solvant, différentes interactions existent entre la particule et le solvant : 
- des interactions de van der Waals. En milieu aqueux, les forces de Keesom 
(interaction dipôle-dipôle) et de Debye (interaction dipôle-dipôle induit) sont 
négligeables. Seules sont à considérer les forces de London (interaction de 
dispersion) aussi appelée interaction de Lifshitz-van der Waals en milieux aqueux 
(11). 
- des interactions acide / base de Lewis (interactions électrostatiques) 
- des interactions polaires (hydrophobe / hydrophile dans le cas du solvant eau). 
 Le caractère hydrophobe / hydrophile et acide / base de Lewis des particules 
colloïdales en solution et en particulier des bactéries, peut être déterminé par la méthode de 
l’Adhésion Microbienne aux Solvants (MATS pour Microbial Adhesion To Solvents) (166). 
 Afin de comparer le caractère acidobasique d’une particule, il faut choisir deux 
solvants ayant des caractéristiques accepteur / donneur d’électrons différentes mais possédant 
les même tensions de surface de Lifshitz-van der Waals et le même caractère polaire / 
apolaire. De la même façon, le caractère hydrophobe / hydrophile d’une particule sera 
déterminé en utilisant l’eau et un solvant apolaire.  
 
 Pour caractériser les deux souches bactériennes, nous avons utilisé les couples de 
solvants (Tableau 10) : 
- le chloroforme (accepteur d’électron, acide de Lewis) et l’hexadécane afin de 
déterminer le caractère électron-donneur de la souche bactérienne 
- l’acétate d’éthyle (donneur d’électron, base de Lewis) et le décane afin de 
déterminer le caractère électron-accepteur de la souche bactérienne 
- l’eau et l’hexadécane (apolaire) et l’eau et le décane (apolaire) afin de déterminer 
le caractère hydrophobe / hydrophile de la souche bactérienne 
 
Solvant γLLW γL+ γL- 
Chloroforme 27,2 3,8 0 
Hexadécane 27,7 0 0 
Acétate d’éthyle 23,9 0 19,4 
Décane 23,9 0 0 
Tableau 10 : Caractéristiques énergétiques (mJ.m-2) des solvants utilisés pour la MATS selon la Ref. 
(166) : γLLW représente la composante de Lifshitz-van der Waals, γL+ la composante électron-accepteur 
et γL
-
 la composante électron-donneur. 
 
 Les mesures de MATS sont réalisées en mélangeant 2,4 mL de la suspension 
bactérienne  (108 UFC/mL) avec 0,4 mL de chaque solvant sous agitation. La solution est 
ensuite laissée au repos pendant 15 minutes afin d’assurer la complète séparation entre la 
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phase aqueuse et la phase organique (phase du solvant). L’affinité microbienne pour chaque 
solvant est alors calculée de la façon suivante : %¥¥0é =	¦. §.−	¦. §.¥¦.§. 	× 100 
où  D.O.i, la densité optique mesurée à 400 nm de la suspension bactérienne dans l’eau 
avant ajout du solvant 
 D.O.f, la densité optique mesurée à 400 nm de la suspension bactérienne dans l’eau 
après l’étape de séparation de phase 
 
Si  %¥¥0é 	→ 0	% alors D.O.i  D.O.f : les bactéries n’ont aucune affinité pour le solvant 
Si  %¥¥0é 	→ 100	% alors D.O.f  0 : les bactéries ont une grande affinité pour le solvant. 
 
 Pour chaque mesure, sept échantillons sont préparés afin de faire varier le temps 
d’agitation de 10 à 120 secondes.  
 
Résultats 
 
 Les suivis cinétiques par la méthode MATS du pourcentage d’affinité des deux 
souches de bactéries dans différents solvants sont représentés sur la Figure 79.  
 
 
Figure 79 : Suivi cinétique par la méthode MATS de A. la souche bactérienne modifiée PrtP+, B. la 
souche sauvage, C. Tableau récapitulatif de la différence d’affinité observée à t = 120 s pour les deux 
couples de solvants utilisés et pour les deux souches bactériennes.  
 
 On remarque que quelque soit les solvants, l’état stationnaire de solvatation des 
bactéries L. lactis non modifiées est immédiat alors que pour les bactéries L. lactis modifiées 
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PrtP+ il est atteint au bout de 60 secondes.  De plus, la souche modifiée présente une plus 
grande affinité pour tous les solvants que la souche sauvage. 
 
 Le caractère hydrophobe / hydrophile des bactéries est directement déterminé par le 
pourcentage de solvatation des bactéries pour l’hexadécane et le décane : 95% d’affinité est 
obtenu pour la souche modifiée PrtP+ et seulement  20% pour la souche sauvage (Figure 79). 
Ceci montre que la modification génétique portant sur la protéase de la paroi bactérienne a 
rendu la bactérie L. lactis PrtP+ beaucoup plus hydrophobe que la bactérie sauvage (qui est 
plutôt hydrophile). 
 
 Au contraire, les propriétés acide / base de Lewis de la paroi bactérienne des deux 
souches bactériennes sont les mêmes : les différences d’affinités des couples de solvants 
« chloroforme / hexadécane » d’une part et « acétate d’éthyle / décane » sont du même ordre 
de grandeur pour chacune des deux souches et ces différences sont plus importantes pour le 
couple « acétate d’éthyle / décane » (environ + |25|	%, Figure 79.C). Ces résultats indiquent 
que les parois bactériennes des bactéries L. lactis sauvages et modifiées PrtP+ ont 
essentiellement un caractère acide de Lewis. 
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C - Cinétique de croissance des bactéries L. lactis 
 
 Afin d’obtenir une suspension bactérienne homogène et dans un état stationnaire 
précoce (i.e. la population bactérienne est homogène et jeune : les bactéries ne se dénaturent 
pas encore et ont toutes les mêmes propriétés physicochimiques), la cinétique de croissance 
des bactéries est étudiée. 
 
Protocole  
 
 La croissance des bactéries est un phénomène spécifique à chaque souche. La courbe 
de croissance pour atteindre un état dit stationnaire est une donnée importante en 
microbiologie permettant de caractériser l’état physiologique de la bactérie en fonction du 
temps. La cinétique de croissance des cellules bactériennes est obtenue à partir de mesures de 
densité optique à intervalle de temps régulier telle que schématisée sur la Figure 80. En 
utilisant le modèle de Gompertz (©
, ª(), on peut avoir accès au taux de croissance 
maximum μ et au temps de latence lag (Figure 80) (167) : 
©
, ª( = ln¦. §.  + ln ­¦. §.¦.§. ® 	× exp ¯−exp	³ μ(´ C¦. §.¦.§. D × ´ − 
 + 1µ¶	 
avec t, le temps  
 θ1 = (D.O.max, D.O.0, lag, µmax) 
 D.O.max, la densité optique maximale mesurée 
 D.O.0, la densité optique minimale appelée densité optique témoin. 
 
 
Figure 80 : Modèle de Gompertz. 
 
 Des courbes de croissance des bactéries ont été réalisées à partir de suspension 
bactérienne à trois concentrations différentes. 
 Expérimentalement, la souche est mise en culture dans le milieu {M17 + 0,5% 
(masse/volume) glucose} durant toute une nuit puis repiquée une fois et remise également 
durant toute une nuit à l’étuve. Lors du troisième repiquage, trois solutions sont préparées :    
µmax
phase 
exponentielle
phase 
stationnaire
phase de 
latence
ln(D.O.max)
ln(D.O.0)
f(t,θ1)
tempslag
phase de latence : vitesse de multiplication nulle, 
période d’adaptation des cellules 
à leur nouvel environnement.
phase exponentielle : phase de croissance 
exponentielle, la vitesse de 
croissance passe de zéro à la 
vitesse maximale.
phase stationnaire : arrêt de la croissance dû à 
l’épuisement des substances 
nutritives (ou autres modifications 
environnementales).
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1 mL de la solution bactérienne du deuxième repiquage est prélevé puis placé dans 100 mL du 
milieu {M17 + 0,5% (masse/volume) glucose} formant ainsi la solution S1 ; 0,5 mL de la 
solution bactérienne du deuxième repiquage est prélevé puis placé dans 100 mL du milieu 
{M17 + 0,5% (masse/vol) glucose} formant ainsi la solution S2 ; 0,25 mL de la solution 
bactérienne du deuxième repiquage est prélevé puis placé dans 100 mL du milieu {M17 + 
0,5% (masse/vol) glucose} formant ainsi la solution S3.  
 Chaque solution est ensuite suivie par dénombrement en prélevant de 1 mL de la 
culture bactérienne à des intervalles de temps réguliers (60 min) et pendant une durée de 24 h. 
En parallèle, les concentrations de suspensions bactériennes sont également déterminées par 
mesure de la densité optique au spectrophotomètre (ThermoSpectronic, Heλios ε) à une 
longueur d’onde de 620 nm : longueur d’onde sensible à la biomasse bactérienne par diffusion 
de la lumière par les bactéries.  
 
Résultats  
 
 Les courbes de la densité optique et du dénombrement en fonction du temps donnent 
des tendances identiques (Figure 81) : lorsque les bactéries sont re-suspendues dans un 
nouveau milieu de culture, un temps de latence apparaît (pas de développement bactérien car 
les bactéries s’acclimatent d’abord à ce nouveau milieu)  suivi par une croissance 
exponentielle du nombre de bactéries dans le milieu pour finir par atteindre un palier (phase 
stationnaire). Pour une faible concentration initiale en bactérie (solution S3), on peut voir un 
temps de latence d’environ deux heures. On remarque également que la phase de croissance 
est exponentielle et qu’elle dure environ 7 heures pour la solution S1, 8 heures pour la solution 
S2 et 9 heures pour la solution S3. On atteint alors la phase stationnaire où il y a un équilibre 
entre les bactéries qui se divisent et celles qui meurent. Les trois solutions donnent des 
courbes parallèles entre elles pour la phase exponentielle, comme attendu car les trois 
solutions sont composées des mêmes bactéries à des concentrations différentes. Le décalage 
vers la droite pour les suspensions bactériennes à faible concentrations initiales en bactéries 
s’explique par le fait que les bactéries ont accès à plus de milieu nutritif par bactérie que les 
suspensions à forte concentrations bactériennes. La phase stationnaire est donc atteinte plus 
tard dans le temps.  
 
Après analyse des courbes de croissance par le modèle de Gompertz, on obtient : 
- temps de latence : lag = 1,01 
- taux de croissance : µmax = 1,38 min-1 
- temps de génération (i.e. temps nécessaire au doublement de la population) :        
Tg = 30,15 minutes. 
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Figure 81 : Courbe de croissance des bactéries L. lactis modifiées PrtP+ en fonction du temps A. 
selon le log(dénombrements) et B. selon la mesure de la densité optique (D.O.620nm) pour la solution S1 
en noire, S2 en rouge et S3 en bleue. 
 
 On souhaite obtenir une suspension bactérienne dans un état stationnaire précoce à une 
concentration de l’ordre de 109 UFC/mL après une nuit d’incubation à 30°C (c’est-à-dire au 
bout de 17 heures). Il s’agit donc d’obtenir la même suspension bactérienne que la solution S1 
au temps t = 10 heures. A partir de l’analyse de ces courbes, il a été déterminé qu’il fallait 
ajouter 16 µL de suspension bactérienne provenant du 2ème repiquage à 100 mL de milieu de 
culture frais pour obtenir la suspension bactérienne dans un état stationnaire précoce au bout 
de 17 heures d’incubation.  
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D - Principes théoriques de la microscopie de fluorescence 
 
 Le diagramme de Perrin-Jablonski montre les processus photophysiques primaires         
(Figure 82). Il représente des niveaux d’énergie électronique et les sous-niveaux vibrationnels 
d’une molécule organique ainsi que les transitions radiatives (avec émission ou absorption 
d’un photon) et non radiatives qui ont lieu entre ces niveaux et ces sous-niveaux. Ces 
différents processus sont :   
- la fluorescence : processus radiatif de l’état S1 à S0. 
 - et deux processus non radiatifs : la conversion interne (C.I.) qui est une transition 
entre états électroniques de même spin. On passe alors de Sn à Sm ; et la conversion inter-
système (C.I.S.) qui est une transition entre deux états de spin différents. On passe alors de Sn 
à Tn. 
Une fois peuple, l’état triplet Tn peut lui aussi se désactiver : 
 - par phosphorescence : processus radiatif de l’état T1 à T0. 
 - et par la conversion inter-système Tn vers Sn.  
 
 Quand on excite en phase condensée une molécule dans un état électronique excité 
singulet Sn, il intervient très rapidement une conversion interne suivie d’une relaxation 
vibrationnelle où les molécules excitées arrivent sur le niveau vibrationnel le plus bas de l’état 
S1 se désexcitant par les processus radiatifs ou non décrits au-dessus.  
 
Lors de l’excitation d’une molécule, deux problèmes majeurs peuvent être rencontrés : 
- le photo-blanchiment : suite à l’excitation photonique, la molécule à l’état excitée a 
tendance à être plus réactive ou photodétruite, donnant naissance à des photo-
produits. Ces derniers sont souvent non fluorescents. Ceci se traduit donc par une 
perte progressive de l’intensité de fluorescence émise par un échantillon.  
- la saturation : lorsque l’intensité de fluorescence ne varie plus linéairement avec 
l’énergie incidente (processus monophotonique) ou le carré de l’énergie (processus 
biphotonique), il peut se produire des effets non linéaires d’interactions 
rayonnement / matière conduisant à des problèmes d’interprétation des résultats 
(ionisation, etc…). 
Dans ces deux cas, le signal de fluorescence peut-être difficile à traiter. 
 
 Pour que la molécule absorbe, il faut lui apporter une certaine énergie. En effet, 
lorsqu’une molécule absorbe un photon, elle peut être portée dans différents niveaux 
vibrationnels d’un état excité selon l’énergie E apportée par la source excitatrice :  
 
 
avec  c, la célérité de la lumière  
 h la constante de Planck  
 λ, la longueur d’onde de la lumière incidente. 
 
 = ℎ. ¹¸ 
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Figure 82 : Diagramme de Perrin-Jablonski. Les traits pleins verticaux représentent les divers 
processus radiatifs et les lignes pointillées verticales la relaxation vibrationnelle. Le sigle C.I. 
représente la conversion interne et C.I.S. la conversion inter-système. 
 
 
 En phase gazeuse, l’énergie absorbée par une molécule ne peut prendre que certaines 
valeurs discrètes d’énergie et le spectre d’absorption correspond donc à un spectre de raies. 
 En phase condensée, les molécules ne sont plus isolées et de nombreuses interactions 
ont lieu avec le milieu environnant, ce qui conduit à un continuum d’états vibrationnels. 
L’ensemble des transitions possibles entre l’état fondamental et ce continnum crée une 
« enveloppe » qui correspond au spectre d’absorption.  
 Les conversions internes qui se produisent lors de la désexcitation d’une molécule sont 
à l’origine des pertes d’énergie entre les photons d’excitation et les photons d’émission. Ainsi 
la longueur d’onde correspondant au maximum d’émission est toujours supérieure à la 
longueur d’onde centrale d’absorption car l’émission se produit le plus souvent à partir de 
l’état vibrationnel de plus basse énergie de l’état singulet excité. Ce phénomène est appelé 
déplacement de Stokes. Ce déplacement est une caractéristique importante : en effet si le 
déplacement de Stokes est faible, il sera difficile de séparer les longueurs d’onde d’excitation 
et d’émission au moyen de filtres. La détection efficace du signal de fluorescence sans bruit 
parasite provenant de l’excitation sera alors compromise. De plus, si le recouvrement entre les 
deux spectres est important, une réabsorption des photons de fluorescence émis peut se 
produire et provoquer des distorsions dans le spectre d’émission.  
 Il faut donc connaître parfaitement le spectre d’absorption de la molécule à étudier 
pour accorder la longueur d’onde du laser / lampe UV sur l’absorption désirée et le spectre 
d’émission pour l’observer aux bonnes longueurs d’onde.  
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E - Adsorption protéique sur la SAM d’ODT, mesures d’angle de contact 
 
 Des études cinétiques d’angle de contact, complémentaires aux mesures effectuées sur 
la SAM d’ODT recouverte de protéines, ont été réalisées au goniomètre « macroscopique ».  
 
 Une goutte de solution protéique à la concentration de 0,1 mg.mL-1 dans l’eau distillée 
a été déposée sur la SAM d’ODT nue. L’étude cinétique (Figure 83.A) montre que l’angle de 
contact  diminue au cours du temps (θ10min(ODT+BSA) = 80°) reflétant une adsorption de la 
protéine sur la surface hydrophobe de la SAM d’ODT dans un temps très court.  
 
 
Figure 83: Cinétique de l’angle de contact sur la SAM d’ODT A. mesures de contrôle et B. mesures 
suite à l’adsorption de différentes concentrations de protéines BSA. Les images de l’étalement de la 
goutte d’eau en fonction du temps sont également présentées. 
 
 Après adsorption protéique sur la SAM d’ODT pendant 90 minutes (i.e. les protéines 
BSA ont eu le temps de s’adsorber sur la surface), quelque-soit la concentration protéique 
(variant de 0,05 à 1 mg.mL-1), la cinétique montre que l’angle de contact initial vaut      
θi(ODT+BSA 0,05-1 mg.mL-1) = 73 ± 3° et qu’il diminue au cours du temps (Figure 83.B). Cette 
diminution est le reflet de la compétition de différents facteurs : réarrangement des molécules 
au sein de la goutte sur la surface (qui a tendance à étaler la goutte d’eau s’il y a une forte 
affinité entre l’eau et la surface sondée) et évaporation de la goutte (i.e. rétraction).  
 Seule la cinétique d’angle de contact réalisée sur la SAM d’ODT après adsorption de 
BSA à une concentration de 0,01 mg.mL-1 est différente. En effet, l’angle de contact initial 
vaut   θi(ODT+BSA 0,01 mg.mL-1) = 91 ± 2° et la courbe θi = f(t) présente deux régimes : elle diminue 
fortement puis présente très rapidement (en moins de 150 secondes) un plateau avec une 
valeur d’angle de contact θ(plateau, ODT+BSA 0,01 mg.mL-1)  = 68 ± 2° (donnée incluse dans le     
Tableau 3) proche de la valeur de l’angle de contact initial obtenue pour les autres 
concentrations de BSA utilisées. Les phénomènes physico-chimiques ne sont pas encore 
totalement élucidés mais on peut supposer que le premier régime correspond à une étape de 
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« mouillage » : la goutte d’eau relaxe de son angle de contact initial vers une valeur pseudo-
équilibre θplateau où la couche de protéines est modifiée (changement de conformation de la 
protéine ou modification de l’assemblage des protéines à la surface). Cette première étape 
interviendrait uniquement pour des concentrations assez faibles de protéines afin de permettre 
la réorganisation structurale des protéines et/ou film protéique. Au contraire, le second régime 
résulte de l’adsorption de la goutte d’eau sur la surface BSA / SAM d’ODT: on se retrouve 
dans le régime initial pour des concentrations protéiques plus importantes et on obtient alors                                           
θ(plateau, ODT+BSA 0,01mg/mL) ≈ θi(ODT+BSA 0,05-1 mg/mL). 
 
Comparaison des résultats obtenus au goniomètre « macroscopique » et 
« picoLitre » 
 
 La faible divergence des angles de contact initiaux entre le goniomètre 
« macroscopique » et « picoLitre » observé (cf. Tableau 3, chapitre III – 3 – 2) peut 
s’expliquer par le fait qu’au goniomètre « macroscopique », le temps initial n’est pas le vrai 
temps « t = 0 » = t(dépôt goutte) car ce temps est décompté par un chronomètre déclenché 
manuellement (le temps indiqué correspond à un temps réel de 2 à 10 s). Au contraire, les 
images et les angles de contact initiaux donnés par le goniomètre « picoLitre » permettent 
d’obtenir le véritable temps initial car l’acquisition des images par la caméra commence avant 
le dépôt automatique de la goutte d’eau distillée sur la surface. 
 De plus, les gouttes sont réalisées de manière manuelle au goniomètre 
« macroscopique » et n’ont donc pas toutes exactement le même volume au contraire du 
goniomètre « picoLitre », un facteur influençant l’angle de contact de la goutte d’eau. En 
effet, l’angle de contact dépend du réarrangement des molécules au sein de la goutte sur la 
surface : plus une goutte sera volumineuse, plus elle contiendra de molécules pouvant 
interagir avec la surface, au cours du temps ces molécules peuvent se réorganiser et donner 
lieu à un étalement ou à une rétractation de la goutte et donc à une modification de l’angle de 
contact. Enfin, la valeur de l’angle de contact dépend des conditions de température et 
d’humidité de la pièce influant sur l’évaporation de la goutte déposée sur le support. Au 
laboratoire, les deux goniomètres ne sont pas placés dans la même pièce. 
 
 En conclusion, les données obtenues au goniomètre « picoLitre » apparaissent plus 
fiables que celles obtenues au goniomètre « macroscopique » et reflètent la réalité de 
l’adsorption protéique sur la SAM mais sont plus difficiles à acquérir expérimentalement. 
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F - Caractérisation de la SAM d’ODT deutéré  
 
 La surface SAM d’ODT deutéré a été caractérisée par spectroscopie SFG et par 
mesures d’angle de contact. L’angle de contact initial d’une goutte d’eau déposée sur le 
support mesurée au goniomètre « macroscopique » (θi = 109 ±2°) révèle une surface 
hydrophobe homogène identique à la surface d’ODT SAM hydrogéné. 
 La spectroscopie SFG de la SAM d’ODT deutéré exposée à l’air a été réalisée dans la 
gamme spectrale des groupements CD3 et CD2 soit entre 2000 et 2300 cm-1 (Figure 86).        
La déconvolution du spectre expérimental a été réalisée selon l’équation (1)                         
(cf. chapitre II – 3 – 2) dont les contraintes sur les paramètres sont les mêmes que celles sur la 
SAM d’ODT hydrogéné. En particulier, la différence de phase est fixée à la valeur ∆φ = 290°, 
les demi-largeurs à mi-hauteurs sont fixes et on considère tous les modes de vibrations des 
groupes CD3 et CD2. 
 La déconvolution des spectres montre qu’il existe sept modes de vibration dans la 
SAM de molécules d’ODT deutéré en accord avec la littérature (170) :  
- la vibration d’élongation symétrique et antisymétrique du groupe CD3 à 2073 et     
2218 cm-1 respectivement 
- la vibration de la résonance de Fermi du groupe CD3 à la pulsation 2130 cm-1 
- la vibration d’élongation symétrique et antisymétrique du groupe CD2 à 2100 et 2200 
cm-1 respectivement 
- les deux vibrations de la résonance de Fermi du groupe CD2 à 2142 et 2165 cm-1 
 En conclusion, la fonctionnalisation du substrat d’or par les molécules d’ODT deutéré 
permet d’obtenir une SAM d’ODT deutéré homogène sur toute sa surface. 
 
 
Figure 84 : Spectre expérimental de la SAM d’ODT deutéré exposée à l’air (en traits bleus pointillés) 
et du cristal GaAs exposé à l’air (courbe pointillée violette). L’ajustement réalisé suite à la 
déconvolution du spectre expérimental est également présent (courbe rouge) ainsi que les bandes 
déconvoluées (courbes vertes). 
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G - Mesure de l’interaction bactérie – protéine par la méthode de Bradford 
 
Méthode de Bradford 
 
 La concentration des protéines « adsorbées » sur la paroi bactérienne a été déterminée 
par la méthode chimique de Bradford. Elle consiste à utiliser le bleu de Coomassie 
(Coomassie Brilliant Blue G250) (168) (169) dont le spectre d’absorption se modifie lors de 
son interaction non covalente avec les protéines (Figure 85).  
 
 Expérimentalement, on détermine dans un premier temps une courbe étalon qui 
mesure l’évolution de l’absorbance à 595 nm d’une solution de bleu de Coomassie en 
fonction d’ajout de concentration croissante de protéines BSA (Figure 86.A). 
 
 
 Il n’est pas possible de mesurer directement la concentration de protéines liées aux 
bactéries dans une suspension {bactéries + BSA} dans la mesure où : 
- au sein de cette suspension, coexistent de la protéine libre et de la protéine 
« fixée » 
- le bleu de Coomassie n’est pas spécifique à la BSA et peut se fixer aux protéines 
de surface des bactéries 
 
 Pour s’affranchir de ces possibles artefacts de mesure, la suspension {bactéries + 
BSA} a été centrifugée (10 minutes, 7000xg) puis 1 mL du surnageant (contenant la BSA 
libre et éventuellement les déchets bactériens) a été diluée dans 0,8 mL du colorant de 
Bradford. On mesure l’absorbance de cette solution à 595 nm que l’on compare à la courbe 
étalon pour déterminer la concentration protéique de ce surnageant. De façon complémentaire, 
une suspension de bactéries seules est aussi centrifugée dans les mêmes conditions puis 
mélangée au bleu de Coomassie pour déterminer la concentration du colorant fixé aux déchets 
bactériens. Par différenciation on a alors accès à la concentration de protéine BSA liée aux 
bactéries. 
 
Résultats  
 
 La concentration des protéines adsorbées sur les parois bactériennes, déterminée par la 
méthode de Bradford, donne les résultats suivants (Figure 86) :   
 - 86% des bactéries L.lactis PrtP+ hydrophobes sont recouvertes de protéines BSA 
 - 56% des bactéries L.lactis hydrophiles sont recouvertes de protéines BSA  
lorsque l’on considère que les protéines à la surface des bactéries ont la même forme que celle 
en solution (forme « normal ») et recouvre totalement la paroi bactérienne. 
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Figure 85 : Spectres d’absorption A. du bleu de Coomassie en interaction avec des protéines, B. du 
bleu de Coomassie seul dans l’eau distillée, figure adaptée de la Ref (169) et C. structure du colorant 
de Bradford. 
 
 
 
Figure 86: A. Courbe étalon de l’absorbance (D.O., densité optique) en fonction de la concentration 
de protéines BSA et B. Résultats de la mesure de D.O. pour les différentes solutions.  
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 La valeur pour les protéines « adsorbées » à la surface des bactéries hydrophiles est en 
accord avec les mesures de mobilités électrophorétiques mais celle pour les bactéries 
hydrophobes non. En considérant les deux méthodes (mesures de M.E. et méthode de 
Bradford), les mesures de mobilité électrophorétique sont plus pertinentes et plus fiables que 
celles obtenues par la méthode de Bradford.  
 
 En effet, il y a une incertitude sur la concentration des protéines au sein de la solution 
car celles-ci peuvent s’adsorber sur les parois de la cuve. Une étude concernant l’adsorption 
de la BSA sur les cuves d’absorbance au cours du temps avec et sans colorant de Bradford 
aurait dû être menée. De plus, le fait que le colorant de Bradford ne soit pas spécifique aux 
protéines BSA ajoute de l’incertitude car peut-être que les bactéries au cours de temps 
relarguent d’autres protéines qui peuvent ensuite se complexer avec le bleu de Coomassie. 
 Enfin, le taux de recouvrement des protéines sur la paroi bactérienne est déterminé en 
supposant que les protéines en interaction avec les bactéries gardent la même forme que celle 
en solution et que les protéines tapissent la paroi bactérienne en se couchant et en ne formant 
qu’une monocouche. Il est possible qu’une protéine BSA en interaction avec les bactéries 
interagisse également avec d’autres protéines. 
 En conclusion, les mesures de concentration protéique suite à l’interaction entre la 
protéine BSA et les bactéries lactiques ne sont pas probantes et les valeurs données ci-dessus 
sont surestimées. Par la suite, seuls les résultats de zétamétrie sont utilisés, soit un taux de 
recouvrement des bactéries par les protéines d’environ 50% pour les deux souches de 
bactéries. 
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H - Effet de l’hétérogénéité du recouvrement bactérien sur les spectres SFG 
 
 L’adhésion des bactéries L.lactis dans l’eau distillée sur la SAM d’ODT peut conduire 
à deux systèmes selon le protocole de rinçage (cf. chapitre III) : 
- sans prendre de précautions particulières, la SAM d’ODT est recouverte de bactéries 
formant des réseaux (i.e. recouvrement bactérien hétérogène) 
- en prenant des précautions particulières lors du rinçage, le recouvrement bactérien de 
la SAM d’ODT est homogène et est estimé à 60 ± 10 % grâce à diverses techniques. 
 
 Dans cette annexe, les spectres SFG de la SAM d’ODT en contact avec les bactéries L. 
lactis modifiées PrtP+ hydrophobes formant un tapis bactérien homogène (Figure .A) ou un 
réseau bactérien (Figure .B) ont été acquis puis déconvolués selon la méthode expliquée au 
chapitre III – 2. Selon le type de recouvrement bactérien de la surface, différentes formes 
spectrales sont obtenues. En particulier pour des spectres SFG réalisés le même jour et avec le 
même temps d’acquisition, l’intensité maximale du spectre SFG est deux fois plus importante 
dans le cas où le recouvrement bactérien est hétérogène sur la SAM que pour un 
recouvrement homogène. Ceci indique que les faisceaux visible et infrarouge sont 
probablement moins absorbés par le milieu biologique environnant la surface ce qui est en 
accord avec l’obtention un recouvrement hétérogène de la surface (i.e. moins de bactéries sont 
présentes sur la surface analysée par les faisceaux donc moins d’absorption). 
 
 
Figure 89 : Spectres SFG expérimentaux de la SAM d’ODT (traits pointillées bleus) et leurs 
déconvolution (courbe rouge) A. lorsque la surface est recouverte de façon homogène par les 
bactéries L. lactis modifiées PrtP+ et B. lorsque la surface est recouverte de façon hétérogène par les 
bactéries L. lactis modifiées PrtP+. La courbe en pointillés violets représente le profil spectral du 
faisceau IR en milieu aqueux et les bandes vertes, les bandes déconvoluées. 
 
 Lorsque la SAM d’ODT est recouverte par les bactéries de façon hétérogène       
(Figure .B), le meilleur ajustement du spectre expérimental SFG est obtenu pour un 
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recouvrement bactérien de 20 ± 10 % ce qui paraît raisonnable. Malgré la prise en compte 
d’un recouvrement bactérien plus faible que dans le cas d’un recouvrement bactérien 
homogène de la SAM, la valeur du rapport R (i.e. conformation des molécules d’ODT) n’est 
pas du tout la même que celle obtenue pour un recouvrement homogène : R augmente 
drastiquement (R > 100).  
 
 Lorsque la valeur du rapport R est trop importante (typiquement R > 20-30), le spectre 
SFG expérimental ne peut plus être modélisé sans changer uniquement la valeur de l’angle 
twist. Pour modéliser correctement le spectre, il faudrait changer l’angle tilt θ voire les angles 
ψ1 des molécules A et B : les molécules d’ODT ne formeraient plus une structure en 
monocouches autoassemblées. De plus, les spectres SFG de la SAM d’ODT en contact avec 
des réseaux bactériens ne sont pas reproductibles. Par conséquent, l’analyse de spectres SFG 
et l’obtention des conformations de la SAM d’ODT en contact avec un milieu biologique 
hétérogène ne sont plus possibles.  
 
 En conclusion, il est important de contrôler l’état de la surface en contact avec les 
bactéries et de s’assurer du bon recouvrement bactérien homogène de la SAM d’ODT en 
réalisant des rinçages dits « précautionneux ». Ces résultats montrent encore une fois la 
sensibilité de la technique SFG.  
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Annexe 3 : Complément aux Perspectives - expériences préliminaires 
 
A - Conformation de la protéine BSA adsorbée sur la SAM d’ODT par SFG 
  
 Il existe différentes méthodes permettant de déterminer la conformation ou d’obtenir 
des informations structurales sur une protéine, notamment le dichroïsme circulaire (une 
spectroscopie d’adsorption basée sur la mesure de la différence d’adsorption de composés 
chiraux) qui permet de déterminer entre autres choses le pourcentage relatif d’hélices alpha et 
de feuillets béta au sein de la protéine (171). Cette dernière méthode est d’une utilisation 
relativement facile pour étudier les protéines en solution mais s’avère très difficile à mettre en 
œuvre dans le cas de protéines adsorbées. La détection des bandes vibrationnelles (i.e. bandes 
amides) d’une protéine par la spectroscopie de génération de fréquence somme (SFG) 
constitue une alternative plus sensible au dichroïsme circulaire afin d’étudier la conformation 
des protéines à une interface (172).  
 Dans le cas des protéines, différents groupes (Tableau 11) vibrent à une fréquence 
caractéristique dépendant de leur environnement chimique et donc dépendant de la structure 
secondaire de la protéine dans laquelle ils évoluent (hélices alpha, feuillets béta, turns…). 
Selon l’intensité relative de ces différents modes de vibration observés en spectroscopie SFG, 
il est alors possible de déterminer le pourcentage d’hélices alpha (bande amide I autour de    
1660 cm-1) et de feuillets béta (deux bandes amide I autour de 1630 et 1680 cm-1) au sein de la 
protéine adsorbée et de relier cette valeur à une conformation possible de la protéine.  
 
 
Tableau 11 : Modes de vibration des différentes structures secondaires au sein d’une protéine dans 
l’eau distillée. Données provenant des Ref. (172) (173) (174). 
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 La principale difficulté de la spectroscopie SFG dans ce domaine spectrale provient de 
l’absorption de l’eau atmosphérique qui était inexistante entre 2750 et 3100 cm-1 et qui 
perturbe le spectre SFG des protéines. L’OPA et le système permettant la recombinaison des 
faisceaux infrarouge et visibles jusqu’à l’échantillon sont alors enfermés dans des boîtes 
hermétiques et purgés (système FT-IR purge gas generator, Whatman, USA) qui dessèche 
l’air. 
 
 Une expérience préliminaire a consisté à réaliser l’adsorption protéique dans l’eau 
deutérée (l’eau liquide absorbe à 1645 cm-1) en déposant une goutte (environ 50 µL) de BSA 
à 10 mg.mL-1 dans l’eau deutérée sur la SAM d’ODT avant d’ajouter la lame CaF2. Aucune 
rinçage n’a été effectué afin d’obtenir une concentration la plus importante possible en 
protéines ce qui pourrait donner lieu à un signal SFG plus important. On observe alors les 
bandes caractéristiques des protéines sur le spectre expérimental de la protéine adsorbée sur la 
SAM d’ODT (Figure 87) : 
- la vibration d’élongation C=O de la bande amide I de l’hélice alpha à 1633 cm-1.  
- la bande amide I attribuée aux feuillets béta à 1694 cm-1. 
- la vibration d’élongation C=O des groupes –COOH des acides aminés de la structure 
primaire de la protéine BSA à 1734 cm-1. 
Le déplacement de la fréquence de la bande amide I de ~10 cm-1 par rapport à la valeur de 
1652 cm-1 donnée par des mesures FTIR (175) est dû au solvant deutéré et a déjà été observé 
dans la littérature. 
 
Figure 87 : Spectre SFG expérimental des protéines BSA (10 mg.mL-1) adsorbées sur la SAM d’ODT 
(courbe bleue) dans l’eau deutérée et l’ajustement obtenu (courbe rouge). La courbe en pointillés 
violets représente le profil spectral du faisceau IR et les bandes vertes, les bandes déconvoluées.  
 
 Par la suite, l’adsorption des protéines de BSA sur la SAM d’ODT pourra être réalisée 
dans les mêmes conditions que l’étude SFG entre 2750 et 3100 cm-1 : adsorption de BSA à 
0,1 mg.mL-1 dans l’eau deutérée pendant 90 minutes puis rinçages. 
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 De plus, l’adsorption de BSA sur le substrat pourra être réalisée à différentes valeurs 
de pH dans une solution acide de D-Cl et basique de DO- afin de faire varier la conformation 
de la BSA. Ainsi il sera possible de corréler les éventuels changements d’intensité de la bande 
amide I attribuée aux hélices alpha et de celle attribuée aux feuillets béta aux différentes 
conformations de la protéine.  
 
 En conclusion, l’étude de l’adsorption protéique sur une surface fonctionnalisée par 
spectroscopie SFG permet de déterminer l’effet de la protéine sur la conformation de la SAM 
d’ODT mais elle pourra également déterminer l’effet de la SAM d’ODT et des bactéries sur la 
conformation de la protéine BSA. Ainsi, les interactions mises en jeu entre une protéine et un 
substrat ou des biomolécules pourront être décrites de façon plus complète. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Page | 163  
 
B - Effet antiadhésif de la SAM d’ODT pour l’adhésion de bactéries Staphylococcus 
aureus 
 
 Nous avons étudié l’effet antiadhésif des supports en utilisant une concentration 
bactérienne plus conforme aux études microbiologiques, avec une procédure de rinçage 
adoptée par une grande majorité de microbiologistes et en n’utilisant non plus les souches non 
pathogènes des bactéries Lactococcus lactis mais une souche pathogène de Staphylococcus 
aureus (souche Staph. Aureus AH1331 super GFP morphologiquement et 
physicochimiquement proche de la souche L. lactis modifiée PrtP+). Seule l’étude par la 
microscopie confocale a été réalisée. 
 L’adhésion bactérienne sur la SAM d’ODT est réalisée en immergeant le support dans 
la suspension bactérienne (106 UFC/mL, c’est-à-dire 1000 fois moins que la suspension de 
bactéries L. lactis) pendant deux heures. Le support est ensuite rincé par passage successif 
dans l’eau distillée (six fois) (i.e. rinçage « abrupt »). Finalement, la SAM d’ODT colonisée 
par les bactéries est retournée puis déposée dans une boîte de pétri contenant de l’eau distillée 
(observation de l’adhésion bactérienne au microscope confocal) ou contenant du milieu de 
culture (mise à l’étuve pendant 24 heures à 37°C afin d’observer le biofilm résultant). 
L’adhésion bactérienne et la formation du biofilm résultant a également été réalisée sur un 
support verre (préalablement nettoyé par une solution détergente RBS à 5% et par une 
succession de rinçages à l’eau distillée à 50°C puis à température ambiante) afin de comparer 
les résultats obtenus avec la SAM. 
 Les images de fluorescence (Figure 88) montrent une diminution du nombre de 
bactéries Staphylococcus aureus hydrophobes adhérentes sur la SAM d’ODT par rapport au 
support verre : les forces d’adhésion des bactéries hydrophobes sont plus faibles sur la SAM 
(lui aussi hydrophobe) que sur le support verre hydrophile. L’incubation du support colonisé 
par les bactéries pendant 24 heures à l’étuve donne lieu à peu de biofilms dans le cas du 
support verre (Figure 88.C) et à aucun biofilm dans le cas de la SAM (Figure 88.D). 
 
 La structure « brosse » des chaînes d’ODT confère ainsi une forte propriété 
antiadhésive des bactéries hydrophobes pathogènes, bien meilleure qu’un support hydrophile 
qui limite pourtant l’adhésion des bactéries hydrophobes par des interactions défavorables. 
 En considérant les résultats obtenus sur la souche hydrophile des bactéries L. lactis sur 
la SAM d’ODT dans des conditions microbiologiques « anormales » (i.e. forte concentration 
bactérienne et rinçage particulier, cf. chapitre III – 3), on peut supposer que l’adhésion de 
souches bactériennes Staphylococcus aureus hydrophiles sur la SAM d’ODT serait quasi-
inexistante dans des conditions microbiologiques « normales ». En présence de protéines 
(avant ou pendant la colonisation bactérienne), la SAM devrait rester totalement antiadhésive 
que ce soit avec des bactéries hydrophobes ou hydrophiles. 
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Figure 88 : Images de fluorescence au microscope confocal (780x780 µm2) des bactéries 
Staphylococcus aureus A. après deux heures d’adhésion sur le verre, B. après deux heures d’adhésion 
sur la SAM d’ODT (les deux images correspondent à deux zones différentes du support), C. après 24 
heures d’incubation à l’étuve sur le verre et D. après 24 heures d’incubation à l’étuve sur la SAM 
d’ODT (les deux images correspondent à deux zones différentes du support). L’ombre noire 
correspond à la projection de la profondeur du biofilm. Les supports verre et ODT SAM ont été 
retournés après l’adhésion bactérienne et plusieurs rinçages.  
 
 La SAM d’ODT s’avère donc être une surface très intéressante pour une application 
antiadhésive de bactéries pathogènes ou non. 
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